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Der Nachweis eines Kreislaufhormons in der Pankreasdriise. 
(IV. Mitteilung tiber dieses Kreislaufhormon.) 


Von 


I{. Kraut, E. K. Frey und E. Werle. 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster und aus der 
Chirurgischen Universititsklinik der Charité in Berlin.) 


"7 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Februar 1930.) 


Ein von der Niere ausgeschiedener, Kreislauf und Blutver- 
teilung stark beeinflussender Stoff!) ist von uns in wechselnden 
Mengen in menschlichem und tierischem Blut nachgewiesen worden. 
Da er durch dieses Schwanken seiner Menge im Blut bestimmend 
auf die Funktion von Organen einwirkt, haben wir ihn, ohne die 
Kenntnis seines Ursprungsorts, als ein Hormon bezeichnet.’) 

Die Untersuchung von Extrakten verschiedener Organe hat 
ergeben, da fast alle die beschriebene*) Wirkung dieses Stoffes 
auf den Kreislauf ausiiben, aber in sehr geringem Ausmab, das 
sich schon durch den Hormongehalt des in den Organen vor- 
handenen Blutes erklaren laBt. Nur die Extrakte aus Pankreasdriisen 
rufen eine auBerordentliche Wirkung auf den Kreislauf hervor. 

WaBrige oder essigsaure oder ammoniakalische Ausziige der 
frischen oder der mit Aceton getrockneten Pankreasdriisen von 
verschiedenen Saugetieren (Rind, Schwein, Schaf, Pferd, Hund, 
Mensch) haben wir durch intravenése Injektion in Hunde auf 
ihren Hormongehalt gepriift. Die von uns als EKinheit (1 St.-E.) 
bezeichnete Wirkung von 5 ccm normalem menschlichem Harn 
auf die Pulsamplitude wird ausgeiibt von Extrakten aus 20-300 mg 
frischer und aus 2,5—40 mg getrockneter Driise. 

Am stirksten war der wiBrige Extrakt aus den mit Aceton 
und Ather getrockneten Pankreasdriisen von 15 Schweinen. Der 
Auszug von 2,5 mg getrockneter (= 20 mg frischer) Driise ent- 
sprach einer Einheit und enthielt nur 1,5 mg Trockensubstanz. 


1) Frey u. Kraut (I. Mitt.), Diese Z., 157, 32 (1926). 

*) Kraut, Frey u. Bauer (iI. Mitt.), Diese Z., 175, 97 (1928). 

*) Frey u. Kraut (III. Mitt.), Arch. f. exper. Path. 133, 1 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIX, 7 
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Die yon uns untersuchten menschlichen Pankreasdriisen besaBen 
in 20—40 mg Trockenpulver 1 St.-E. Die Pankreasdriise von 
Pferden scheint wenig Hormon zu enthalten, z. B. 1 St-K. in 
130—150 mg getrockneter Driise. Allerdings stammen unsere 
Pankreasproben von altersschwachen oder kranken Pferden. 

Die Identitat des auf den Kreislauf wirkenden Stoffes aus 
der Pankreasdriise mit dem im Blut und im Harn vorkommenden 
kann man noch nicht durch die chemische Vergleichung der reinen 
Produkte erweisen. Aber bei der Untersuchung des Blutes haben 
wir eine Reaktion aufgefunden, welche die Identifizierung mit 
Sicherheit gestattet. Durch einen im Blut befindlichen Stoft wird 
nimlich die Wirkung aller dieser Priparate auf den Kreislauf 
vollkommen aufgehoben, durch Siurezusatz aber wieder hervor- 
gerufen. 

Auch im iibrigen Verhalten stimmen die Priparate aus 
Pankreas mit denen aus Blut und Harn weitgebend iiberein. 
Ihre Wirksamkeit wird durch Kochen vernichtet. Bei der Dialyse 
halt Pergamentmembran das Hormon zuriick, wihrend durch die 
Membran von Hammelblinddirmen gréBere Mengen hindurchtreten. 
Die Fallungen, welche in Pankreasextrakten, in Blut und Harn 
durch Uranylacetat entstehen, enthalten die Hauptmenge des 
wirksamen Bestandteiles; in den dialysierten Elutionen aus den 
Niederschligen von Harn und Pankreas ist eine Einheit nur noch 
an 2 mg Trockensubstanz oder weniger gebunden. 

Kin einziger Unterschied ist bisher zwischen den Priaparaten 
aus Pankreas, Blut und Harn gefunden worden. Wahrend 
Priparate aus Harn ihre Wirksamkeit lange Zeit fast unverandert 
behalten, wenn man die Reinigung nicht iiber 0,2 mg pro 1 St.-E. 
steigert, verlieren die meisten Pankreas- und Blutpriaparate schon 
in wenig Tagen stark an EinfluB auf den Blutkreislauf und werden 
oft in einigen Wochen oder Monaten vollkommen inaktiv. Diesen 
Unterschied braucht man aber nicht der aktiven Substanz selbst 
zuzuschreiben, sondern der zerstérenden Kinwirkung irgendeines 
ihrer zahlreichen Begleitstoffe. 

Unsere Untersuchung iiber den Zusammenhang der Pankreas- 
driise mit dem Blutkreislauf ist eingeleitet worden durch Versuche 
iiber die Wirkung der Pankreasexstirpation auf die Hormonaus- 
scheidung im Harn, die wir an anderer Stelle mitteilen.!) Die 
Entfernung dieser Driise hat in allen Fallen den Kreislaufhormon- 


') Arch. f. exper. Path., im Druck. Vgl. auch E. K. Frey, Kreislauf- 
hormon und innere Sekretion. Miinch. med. Wochenschr. 1929, Nr. 47, S. 1951. 
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gehalt des Harns auf ein geringes Mai herabgedriickt, manchmal 
fast ganz verschwinden lassen. In der Pankreasdriise finden wir 
nun ein vielfaches der tiglich im Harn ausgeschiedenen Hormon- 
menge. Beide Befunde zusammen ergeben den SchluB, dab die 
Pankreasdriise der Ursprungsort des im Harn ausgeschiedenen 
Kreislaufhormons ist. 

Da es iiblich ist, Hormone nach dem Organ zu benennen, 
in dem sie gefunden werden, schlagen wir in Anlehnung an die 
im Griechischen neben Pankreas gebrauchte Bezeichnung Kalli- 
kreas fiir dieses Hormon den Namen ,,Kallikrein“ vor. 


Experimenteiler Teil. 


I. Nachweis und Menge des Kallikreins im Pankreas verschiedener 
Tiere. 


Alle verarbeiteten tierischen Pankreasdriisen sind sofort nach 
der Tétung entnommen worden, die menschlichen frihestens 
15 Stunden nach Eintritt des Todes. Einige Male erhielten wir 
menschliche Driisen, die schon stark in Verwesung iibergegangen 
waren. Solche Driisen eignen sich nicht zur Verarbeitung, da sie 
eroBe Mengen von Histamin enthalten, und es ungewib ist, wie 
weit durch die Faulnis das Kallikrein zerstért wurde. 

Zur Gewinnung des Kallikreins wurden die Driisen gemahlen 
und entweder sofort mit der 21/, fachen Menge Wasser, z. T’. mit 
Zusitzen von Ammoniak oder Essigséure angesetzt, oder aber mit 
Aceton und Ather getrocknet. Die zerriebenen Trockenpulver 
wurden im allgemeinen mit der 10 fachen Menge Lésungsmittel 
extrahiert. 

Die Tab. 1 enthalt die Auswertungen aller Extraktions- 
versuche. Wenn sich in Spalte 4 dieser Tabelle keine Zahlen- 
angabe befindet, so wurde die Driise ohne Trocknung verarbeitet. 

Die Mengen, die man aus frischen oder aus getrockneten 
Driisen erhalten konnte, schwanken nur wenig, dagegen sind die 
¥iltrationsverluste beim Verarbeiten der frischen Organe betrichtlich, 
und noch mehr beeinflussen Filtrationsschwierigkeiten die Wahl 
der Zusitze. Nur die auf einen Essigsiuregehalt von n/50 ge- 
brachten Ans&tze lassen sich rasch und klar filtrieren, schlechter 
die mit Wasser angesetzten und ganz ungeniigend die ammoniaka- 
lischen. Demgegeniiber spielen Schwankungen der durch die 
verschiedenen Zusitze nachweisbaren Mengen eine geringere Rolle. 
Ammoniakalische Extraktion hat nur in einem einzigen Falie 

7" 
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Tabelle 1. 
Kallikreingehalt von Pankreasdriisen. 
| * 4 8 |“@ 5 6 | 7 | 8%! 9 10 
Re Gatt Gewicht der , 4 . > o0 
% | Gattung . Extraktion 1St-E.j 1 St.-E. entspricht 
4 Driisen _ 
Fs und 7 : enth. 
a aes a mg mg mg 
A —,7 frisch | getr. Lésungs- eae 0 Ifrische getr. | Trocken- 
a |der Tiere mittel g Subst.} ccm Driise Driise| substanz 
a — —- ) ~— —— 
1 Rind a) 20 | n/20-E¢gs. | 2,5*) | 0,50 | 140 19 
(1) b) 20 n/100-NH, | 2,5*) | 0,50 | 140 22 
c) 14 | aq |_—-2,5*) | 0,50 | 140 is 
d) 129 | 29 NH,Cl | 18 *, 10,50 1(170) | 38 2) 
NH, | | 
e) 129 29 n/50-Egs. | 10 0,12 (56,5) 12,5 3,0 
2] Rind a) 4080 aq | 3,4 0,37 75 | 
(etwa 20)] b) 3900 a/100-NH, | 2,8 | 
3] Rind a) 3840 | 724 aq | 10 0,12 | (67) | 12,6 8,7 
( 10) n. Dialyse 
b) 3840 | 724 aq dest. | 8 0,09 11,3 7,8 
c) 8840 |724 | n/50-Egs. 8 0,08 | 10,0 6,0 
d) 3840 | 724 n/500-NH, 8 0,07 | 8,8 5,8 
4] Schwein 16 | NH,Cl 0,33 | 20 7.8 
(1) NH,-Puffer | 13 *) 
Pr 8,9 | 
5 | Schwein | a) 3560 | 454 aq 10 0,025 20} 2,5 1,5 
(15) | 
b) 3560 1454 | n/50-Egs. | 10 0,03 — | 82 1,7 
(ne Dialyse v, 
6] Hund 24 6,5] n/50-Egs. 10 0,10 | (37) | 10 2.4 
(1) | 
7] Hund 40 0,5 100 | 
(1) 
8 Pferd a) 140 40 n/50-Egs. 10 5,0 (1700) | 500 99 
(1) |b) 140 | 40 | n/500-NH, | 20 3,0 | (510)! 150 14 
9] Pferd 410 77 n/50-Egs. | 10 1,3 sated 
(3) | 
10] Schaf | a) 7 10 0,63 | 63 27 
(1) b) 4 n/50-Egs. | 10 0,57 | 37 16 
11} Schaf 105 17 n/50-Egs. 10 0,17 7 (105), 17 5,6 
(3) | 
12] Mensch 289 40 n/50-Egs. 10 0,40 | (289)| 40 17 
(3) | 
13} Mensch 22 2 n/50-Egs. 10 0,20 (220) | 20 b,5 
(1) | 
14] Mensch 22.5] n/50-Egs. | 10 0,30 — | 30 12,4 
(1) | 


















































*) Diese Priiparate sind 2,5 Stdn. bei 37° extrahiert, alle anderen 15-17 Stdo. 
bei Zimmertemperatur. 
**) () Bedeutet: aus dem Gewicht der getrockneten Driise errechnet. 
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einen wesentlich héheren Wert ergeben, bei der Verarbeitung der 
Pferdepankreasdriise Nr. 8 der Tab. 1. 

Die Pankreasdriisen der Pferde fallen aber auch beziiglich 
der Menge des Kallikreins aus der Reihe der iibrigen heraus: 
erst in 1830—150 mg getrockneter Driise findet sich eine EKinheit. 
Als nachste enthielt eine Schafsdriise 1 St.-E. in 60 mg Trocken- 
pulver. Das Maximum bilden die Schweinedriisen mit 1 St.-K. 
in 2,5 mg Trockenpulver. 

Innerhalb der einzelnen Tierarten sind die Schwankungen 
so betriichtlich, daB man annehmen kann, diesen Unterschieden 
entspreche ein verschiedener Bedarf. Die Menge ‘Trockenpulver 
pro 1St.-E. war z. B. beim Rind 13 und 38, beim Schaf 17 und 
60, beim Hund 10 und 385 mg. 

Zur Mengenbestimmung des Hormons verglichen wir die 
PulsamplitudenvergréBerungen durch Pankreaspriiparate mit der- 
jenigen durch ein aus Harn dargestelltes Standardpriparat. Ks 
ist dann die Feststellung notwendig, daB die Wirkung der 
Pankreasextrakte nicht von einem anderen amplitudenvermehrenden 
Stoff hervorgerufen wird. Vor allem ist die Gegenwart des sehr 
ihnlich wirkenden Histamins auszuschlieBen. Dazu dienen zwei 
Reaktionen, die mit den Extrakten angestellt worden sind. 

Wihrend Histamin kochbestindig ist, wird das aus Blut und 
Harn gewonnene Kreislaufhormon durch kurzes Kochen voll- 
stiindig zerstért. Auch bei allen Pankreasextrakten haben wir 
festgestellt, da& nach dem Kochen keinerlei Wirkung auf den 
Kreislauf mehr vorhanden war. 

Wichtiger ist die Reaktion, die nach unserer 2. Mitteilung 
das Kreislaufhormon mit einem in Blut und Serum enthaltenen 
Stoff eingeht. Es verliert niimlich bei Zusatz von Blut oder 
Serum allmihlich seine Wirksamkeit, nicht weil es zerstért wird, 
sondern durch Eingehen einer inaktiven Verbindung, deren Zer- 
legung durch Siiure die urspriingliche Kreislaufwirkung wieder 
hervorruft. Diese Reaktion geben auch die Extrakte aus Pankreas- 
driisen. Wir versetzten z. B. eine Einheit des Schafspankreas- 
extraktes Nr. 11 mit 5 ccm Pferdeserum. Als diese Mischung 
nach einer Stunde einem Hund injiziert wurde, iinderte sich seine 
Pulsamplitude gar nicht. Nachdem aber dieselbe Menge mit Salz- 
siiure auf einen Gehalt von n/10 gebracht und nach 5 Minuten 
wieder neutralisiert worden war, entsprach die Wirkung der Ein- 
spritzung fast derjenigen einer Standardeinheit. Ebenso ist die 
Inaktivierung durch Serum noch bei den Extrakten Nr. 3, 6, 10 
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und 12 der Tab. 1 ausgefiihrt worden, und zwar mit demselben 
Ergebnis. 

Kine Ausnahme macht hierin das Pferdepankreaspriparat 
Nr. 9. Seine Wirkung wurde durch den Zusatz von Serum nicht 
aufgehoben, sondern sogar etwas verstarkt. Durch Kochen, nicht 
aber durch Dialyse verschwindet die Wirkung, woraus hervorgeht, 
daB sie nicht dem Histamin zugeschrieben werden kann. Bei 
der geringen Kreislaufwirkung dieses Extraktes ist die Menge der 
Begleitstoffe relativ zum Kallikrein besonders groB, und es be- 
steht deshalb die Méglichkeit, da8 eine Hemmung der Inakti- 
vierung durch einen Stoff der Pankreasdriise gerade bei diesem 
Priaparat, nicht aber bei den anderen in Erscheinung trat. 

DaB in allen anderen Fallen die Wirkung der aus Pankreas 
gewonnenen, blutdrucksenkenden und amplitudensteigernden Sub- 
stanz durch die merkwiirdige Inaktivierungsreaktion genau so auf- 
gehoben wird, wie die gleichartige Wirkung des im Harn enthaltenen 
Stoffes, ist im Verein mit der starken Abnahme des Stoffes im 
Harn nach Pankreasexstirpation ein sicherer Beweis fir die Iden- 
titit der beiden Verbindungen. Die blutdrucksenkende Wirkung 
von Pankreasextrakten, die man auch an manchen Insulinpripa- 
raten beobachtete, und von der vor kurzem P. Gley und N. Kis- 
thinios nachgewiesen haben, da8 sie nicht dem Insulin selbst 
zuzuschreiben ist!), beruht also auf dem Gehalt an Kallikrein, 
und dieser Stoff wird in derselben Form, in der man ihn aus 
Pankreasextrakten gewinnt, von der Niere ausgeschieden. Er ist 
kein durch die MaBnahmen der Isolierung entstandenes Zersetzungs- 
produkt. 

II. Praparate. 


Um den Reinheitsgrad des Kallikreins zu steigern, sind einige 
orientierende Versuche mit Extrakten aus Schweine-, Rinder- und 
Menschenpankreas unternommen worden. 


Gute Pergamentmembran hilt das Hormon fast vollstindig zuriick. 
Das Priiparat 1d der Tab. 1 wurde 20 Stunden durch Pergament gegen 
flieBendes destilliertes Wasser dialysiert, ohne daB innerhalb der Membran 
sich der Hormongehalt merklich verminderte. Der Reinheitsgrad stieg von 
20 mg Trockensubstanz pro 1 St.-E. auf 8 mg. Ein anderes Priparat (Nr. 5) 
verlor bei 40-stiindiger Dialyse durch Hammelblinddarm 50°/, seiner Wirk- 
samkeit. Dieses Priiparat besaB schon im Extrakt die auBerordentliche 
Reinheit von 1,5 mg Trockensubstanz pro 1 Einh. Die Dialyse verbesserte 
den Wert auf 0,6 mg. 





1) C. r. Soe. biol. 99, 1840 (1928) und 100, 971 (1929). 
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Kin gutes Reinigungsverfahren haben wir in der auch auf 
Harn angewandten Fiallung der Kallikreinlésungen mit Uranyl- 
acetat gefunden, wodurch z. B. aus dem Schweinepankreasextrakt 
Nr. 4 bei einer Wirksamkeitsausbeute von 40°/, eine Reinigung 
auf das 3'/,-fache erzielt wurde. ine Einheit entsprach 
2,2 mg Trockensubstanz. Der Reinheitsgrad des Priparates Nr. 13 
aus menschlichem Pankreas verbesserte sich bei 36°/, Wirksam- 
keitsausbeute von 17 mg Trockensubstanz pro 1 St-E. im Extrakt 
auf 3 mg in der Klution aus der Uranylacetatfillung. Ausfiihr- 
licher beschreiben wir die Verarbeitung des Priparates 3: 


Die Pankreasdriisen von 10 Rindern wurden wenige Stunden nach 
der Schlachtung und Entnahme sorgfiltig von Fett und anhiingendem Ge- 
webe befreit (Gewicht 3840 g), dann durch den Fleischwolf getrieben und 
mit 19 Litern Aceton versetzt. Nach 2 Stunden, in denen wiederholt kriiftig 
geschittelt wurde, saugten wir die Fliissigkeit auf der Nutsche ab und 
versetzten den Riickstand mit derselben Menge Aceton. Nach weiteren 
2 Stunden folgte eine Behandlung mit einer Mischung von 8,5 Litern Aceton 
mit 8,5 Litern Ather, dann zweimalige mit 19 Litern Ather. Nachdem das 
fast weiBe Pulver durch Ausbreiten auf Filtrierpapier in einigen Stunden 
staubtrocken geworden war, wurde es in einer Pulvermiihle gemahlen. 
Ausbeute 724 g. 

530 g dieses Pulvers versetzten wir mit 5300 cem Wasser und 50 cem 
Toluol und lieBen es nach mehrfachem Umschiitteln bei Zimmertemperatur 
17 Stunden stehen. Durch Faltenfilter lief dann die schwachsaure Lisung 
klar, aber sehr langsam und unvollstindig ab. Daher wurde der Riickstand, 
nachdem 3600 ccm filtriert waren, nochmals mit 3000 cem Wasser an- 
geschiittelt und ein zweites Filtrat von 4175 cem erhalten. Bei saurer 
Extraktion ist dieses Nachwaschen nicht notwendig. Bei der Priifung 
der vereinigten Filtrate am Hund entsprach die Wirkung von 0,24 ccm einer 
Einheit, und in denselben waren 7,8 mg Trockensubstanz enthalten. Eine 
Probe dialysierten wir durch Pergament und fanden nachher noch 3,7 mg 
pro 1 St.-E. 

Zur Ausfiihrung der Uranylacetatfillung wurde die Hauptmenge, niim- 
lich 22800 Einh. in 5,5 Litern, mit Magnesiamixtur von Phosphat befreit, 
filtriert und neutralisiert. Dann versetzten wir mit 2500 cem einer 4°/,igen 
Uranylacetatlésung, wodurch sich ein gelbbrauner, voluminéser Niederschlag 
bildete, der sich iiber Nacht auf den 3. Teil des Volumens absetzte. Nach 
dem AbgieBen der klaren Lésung wurde scharf zentrifugiert. Zur Elution 
des Kallikreins verriihrten wir 3 Stunden lang den Niederschlag mit 2000 ccm 
10°/,iger Diammonphosphatlésung. Die gebildete Elution filtrierten wir von 
dem gelblichgrau gewordenen Niederschlag ab und dialysierten sie nach 
Entfernung der Phosphate durch Magnesiamixtur 24 Stunden mittels Perga- 
ment gegen flieBendes Wasser. Wir erhielten 4500 ccm, in denen 13500 St.-E. 
und pro 1 Einh. 1,6 mg Trockensubstanz vorhanden waren, Danach betrug 
die Wirksamkeitsausbeute 60°/,. 

Als nach 11 Tagen dieselbe Elution nochmals gepriift wurde, war die 
Wirksamkeit auf den 10. Teil zuriickgegangen. Es zeigte sich, daB alle 
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Priiparate aus Pankreas dieses Schicksal erleiden, und dadurch unterscheiden 
sie sich wesentlich von den wenigstens im unreinen Zustand monatelang 
haltbaren Harnpriiparaten. Von dem Reinheitsgrad scheint die Haltbarkeit 
wenig abhiingig zu sein. Der wiibrige Extrakt des Priparates 3 verlor in 
14 Tagen 90°/,, der dialysierte in 11 Tagen 97°/, seiner Wirksamkeit. Da- 
gegen schwankte die Haltbarkeit von Priiparat zu Priiparat, ohne daB er- 
kennbar ist, ob das von der Tiergattung oder vom Zustand der Driise ab- 
hingt. Der Hundepankreasextrakt Nr. 6 besaB nach 14 Tagen noch seine 
volle Wirksamkeit, der Pferdepankreasextrakt Nr. 9 immerhin noch 30°), 
Nach 6 Wochen war auch das Priparat Nr. 6 auf 20°/, seiner Wirksamkeit 
zuriickgegangen. 

Im Gegensatz zu den Extrakten haben sich die mit Aceton 
und Ather getrockneten Driisen bei halbjithriger Beobachtungs- 


zeit unveriindert wirksam erhalten. 


III. Untersuchung anderer Organe auf den Gehalt an Kallikrein. 


Unsere Untersuchungen iiber die Kreislaufwirkung von Or- 
ganen begannen wir an Nieren, um zu erfahren, ob der im Harn 
aufgefundene Stoff in den Nieren gebildet oder gespeichert werde. 
Alle Nierenextrakte oder -preBsiifte iibten eine deutliche Wirkung 
aus, aber diejenige z. B. einer ganzen Hundeniere entsprach kaum 
20 St.-K. Erst vom Extrakt aus 2—5 g Pferde- oder Rinder- 
nieren wird die Amplitude ebenso vermehrt, wie von 1 St.-K., 
und aus Inaktivierungsversuchen geht hervor, daB noch ein groBer 
Teil dieser Wirkung von Histamin verursacht sein kann. 

Noch geringer ist der Gehalt von Leberextrakten. Eine 
ganze Hundeleber entsprach 80 St.-EK. Eine Rinderleber wurde 
mit Aceton und Ather getrocknet und mit n/50-Essigsiiure extra- 
hiert. Die 0,13 g Trockenpulver (oder 1,0 g frischem Organ) 
entsprechende Extraktmenge wirkte zwar wie 1 St.-K., aber diese 
Reaktion blieb beim Kochen erhalten und verschwand beinahe 
durch 20 stiindige Dialyse. 

Die Milz ist das einzige Organ, in dem, allerdings nur in 


einem Falle, gréBere Mengen Kallikrein nachgewiesen werden 


In einem Extrakt aus 0.7 ¢ frischer Hundemilz mit 


konnten. S 


der doppelten Menge Wasser befand sich | EKinheit, deren Iden- 
titiit mit Kallikrein durch weitgehende Inaktivierung bewiesen 
wurde. In zahlreichen anderen Fillen war die Wirkung einer 
Einheit erst in den Extrakten aus 1,1—5,8 g des frischen Organs 
enthalten. Sie blieb nach Inaktivatorzusatz unveriindert und 
verschwand durch Dialyse. Es wiire nicht unméglich, daB der 


Se eee 


W] 
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Der Nachweis eines Kreislaufhormons in der Pankreasdriise. 


positive Befund von einem besonders hohen Blutgehalt des Organs 
verursacht wurde. 


Der Extrakt aus 8 g Oberschenkelmuskulatur eines Hundes 
entsprach nicht einmal einer EKinheit und der aus einem Hunde- 
herz war noch weniger wirksam. Ein Extrakt aus 0,2 g aceton- 
getrocknetem Rinderhirn wirkte blutdrucksteigernd und ampli- 
tudenverkleinernd. Aus 3 g Knochenmark war keine erkennbare 
Reaktion zu erhalten, ebensowenig aus Riickenmark. 


Von den Driisen mit innerer Sekretion priiften wir noch 
Thymus, Schilddriise, Hypophysenvorder- und Hinterlappen. Die 
ganze Thymus- und Schilddriise eines Hundes enthielten un- 
gefiihr 3 EKinheiten. Der Extrakt aus 700 mg acetongetrocknetem 
Rindervorderlappen beeinfluBte die Amplitude und den Blutdruck 
nicht, der mit n/100-Ammoniak bereitete Auszug aus 5.5 mg 
frischem Hinterlappen wirkte blutdrucksteigernd. Nach den An- 
gaben von J. J. Abel und Ch. A. Rouiller’) erhielten wir aus 
acetongetrockneten Hinterlappen durch Extraktion mit absolutem 
Alkohol 1m Soxhiet eine blutdrucksenkende Substanz in geringer 
Menge. Sie ist, nach ihrer Kochbestindigkeit zu urteilen, kein 
Kallikrein, sondern wahrscheinlich Histamin. 

Der Extrakt aus 0,4 g¢ frischen Lymphdriisen von Rindern 
und 2,0 ccm Lymphe waren ohne erkennbaren HinfluB auf den 
slutkreislauf. In einem anderen Versuch wirkte der Extrakt aus 
170 mg mit Aceton und Ather getrockneten Lymphdriisen wie 
1 St.-E., aber diese Wirkung war vollkommen kochbestiindig. 


Die Galle hat in wiederholten Versuchen starke Blutdruck- 
senkung und Amplitudensteigerung gezeigt. Einer Einheit ent- 
sprach zB. 3 ccm Rindergalle und 1 ccm Hundegalle. Durch 
Serum wurde keine Inaktivierung erreicht, durch Kochen die 
Wirkung nicht aufgehoben, durch Dialyse, die nicht bis zu Ende 
durchgefiihrt wurde, verminderte sie sich sehr stark. 

Aus Tab. 2, die eine Zusammenstellung aller Versuche mit 
anderen Organen enthilt, geht hervor, daB neben der Pankreas- 
driise keines der gepriiften Organe als Ursprungsort des Kalli- 
kreins in Betracht kommt. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft verdanken 
wir die Mittel zu dieser Untersuchung. 


') J. pharm. exper. Ther. 20, 65 (1922). 
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Tabelle 2. 
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Wirkung von Extrakten verschiedener Organe auf den Blutkreislauf. 





Organ 


so @e@ef8 #f 2 6 


Muskel .... 

(Oberschenkel) 
Muskel (Herz) 
Gehirn 


Knochenmark 


Riickenmark . 
Thymus.... 
Schilddriise . . 
Hypophyse . . 


(Vorderlappen) 


Hypophyse .. 


(Hinterlappen) 


Lymphdriise . 


? 


*) () Bedeutet: 








Tier 


Hund 
Rind 
Pferd 
” 
Rind 
Hund 


” 


Rind 


” 


Der Wirkung von 


1 St.-E. entsprachen 


g Organ 
sach*) |. 8& 
frisch *) trocknet 

etwa 3 

2,1 

(4,6) 0,8 

(1,0) 0,13 
etwa 5 

0,7 

4,0 

1,1 

(5,8) 1,0 

5,0 

8,0 
>20 
>15 
> 8 
etwa 1 
etwa 1 

0,03 
> 4 
(0,95) 0,17 








Bemerkungen 


Kochbestindig 


Inaktivierbar 

Nach Dialyse wirksam 
Nicht inaktivierbar 
Kochbestindig 

Nach Dialyse noch ', 


Blutdruck gesteigert, 
Amplitude verkleinert 


Kochbestandig 


Kochbestindig 


Gewicht der getrockneten Driise errechnet. 






























Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
IV. Mitteilung.”) 


Hangt das p,,-Optimum im Proze8 der Eiweif8verdauung von 
der Aktivitat der Fermentpraiparate ab? 


Von 
J. A. Smorodinzew, A. N. Adowa und OQ. N. Barmina. 


(Aus dem Laboratorium fir biologische Chemie der 2. Moskauer Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1930.) 


Zu den wichtigsten Faktoren, die die Natur des einen oder 
anderen Ferments charakterisieren, gehért das p,,-Optimum in 
seiner Wirkung auf das Substrat. Der p,,-Wert kann sich zwar 
unter dem Einflu8 der Temperatur der Reaktion, der Kinwirkungs- 
dauer des Ferments, der Anwesenheit von Nebenstoffen usw. ver- 
schieben. Um so wichtiger war es, zu ermitteln, wie die Neben- 
stoffe in den Priparaten der ,,starken“ und ,,schwachen* Fermente 
das p,-Optimum ihrer Wirkung unter gleichen sonstigen Be- 
dingungen beeinflussen. Fiir die ersten Versuche in dieser Rich- 
tung hin wahlten wir aus der Serie unserer Pepsine zwei Priiparate 
Nr. 21 und Nr. 3?) und unternahmen eine Vergleichsprifung ihrer 
Aktivitat in bezug zum Eialbumin in den Kapillaren von Mett.°) 
Diese Methode ist bei Massenversuchen sehr bequem und liefert 
geniigend genaue vergleichbare Resultate unter der Bedingung 
der Anwendung genauer, auf ihre Richtigkeit hin nachgepriifter 
Kapillaren und ihrer sorgfaltigen Auffillung mit Eiweib. Als 
Vorzug des Verfahrens von Mett mu8 der Umstand hervor- 
gehoben werden, daB, wie es die Untersuchungen des einen von 


1) III. Mitteilung: A. N. Adowa u. J. A. Smorodinzew, Diese Z. 
183, 133 (1929). 

*) J. A. Smorodinzew u. A.N. Adowa, Diese Z. 177, 187 (1928). 

*) J. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreiches, 
Ill. Teil, S$. 41 Moskau 1922 (russisch). 
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uns!) zeigten, die Wasserstoffionenkonzentration im Milieu wihrend 
einer 24 stiindigen Verdauung des Eiweibes fast unverandert bleibt 
und die Bestiindigkeit des p,, ohne Zugabe eines Puffers erzielt 
wird. Dieser letzte Umstand ist in vorliegender Untersuchung 
von groBer Bedeutung, da er uns gestattet, die Kinfiihrung neuer 
Ionen zu vermeiden, die die Versuchsverhiiltnisse bei der Er- 
forschung der fermentativen Prozesse immer stark komplizieren. 
AuBerdem war die Aktivitiit des Priparates Nr. 3 in bezug zum 
KiweiB noch nicht festgestellt, nach allen seinen Eigenschaften 
aber bot es einen scharfen Unterschied vom Priiparat Nr. 21. 
Der gesamte Stickstoffgehalt, die Zahl der Amino- und Carboxy]l- 
gruppen verhielten sich wie 1:6 (Tab. I, die fermentative Kraft 
gegeniiber verschiedenen Kiwei$stoffen im Priparat Nr. 21 tiber- 
steigt die Aktivitit des Nr. 3 um 2—4—16 mal (Tab. II). 


Tabelle I. 











Do aap , ili 
= 1.36 — | ©8 ED Verhiltnis 
on : i. @ 22 3°s = , 
m2] Benennung c o 2 ie, & 5 COOH der 
Co 1 viplo mela o | aod ='S | Polypeptide 
¥ S aes Ae |7 fs = tn 1s . SD alias 6s ate 
> m - Bom Set et OL oo 
Zo Priiparats a IL S = om s= | COOH der 
si e7og 412 3 _ ‘noshure 
Ee pe 5 = | Aminosiiure 
I. Gruppe 
21 E. Leitz 41,1 | 7,87 | 0,55 | 45,97 | 1,68, 2,64 
Il. Gruppe 
3 Ferrein 6,6 1,08 0,46 7,48 1,46, 2,07 























‘Tabelle II. 


Vergleich der fermentativen Kraft der Priparate. 





- xa am De . 
7. s2],¢2 ° = a = “ 5 Zunahme der 
~VEtavs q = t 
2s a Sec losal|sa F/8S F A gf |COOH-Gruppe 
. Priparat - 2 2. a Poe 3 
~ = Ca Shea aS ius = > a 
er Smt 40 < 2s O m cod) ’ a] be 
A 5 © oon 2° fx) om ° PDP Remain wee ws Y e Gi a 
 < ms . = ase 
- FS Asis a aA = Casein tine 
—_ ~~ — 
I. Gruppe | 
21 EK. Leitz 320 64 632 202 20 1,73 | 0,54 
Il. Gruppe 
3 Ferrein 80 3 276 — abs. 1,24 0,29 


























1!) J. A. Smorodinzew u. E. A. Sweschnikowa, Biochem. Z. 20, 
151 (1929). 
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In der Literatur haben wir keine Angaben iiber die Be- 
stimmung des p,-Optimums des Pepsins bei Verdauung von 
koaguliertem Kialbumin gefunden. Zwei Arbeiten sind vorhanden, 
die das p,,Optimum des Pepsins in bezug zu dem aus Kialbumin 
erhaltenen Acidalbuminat feststellten (Sdrensen') und Shin- 
Shima).?) Die Arbeit von Michaelis und Davidsohn’), die 
gewohnlich zitiert wird, kann nicht in Betracht gezogen werden, 
da diese Autoren sich mit der Bestimmung des p,-Optimums 
bei Verdauung des Caseins befaBten und nur kurzweg Versuche 
mit Hiihnereiweibstiickchen erwiihnen, ohne eine genaue Methodik 
zu beschreiben und das Zahlenmaterial anzufihren. 


Die Untersuchungsmethodik. 


Zur Einstellung der verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen in 
den Pepsinlésungen <chien uns die Methode der Salzsiiureneutralisation mit 
Natronlauge, wie sie Sérensen und Shin-Shima gebrauchten, nicht 
anwendbar. Wenn auch bei einer teilweisen Neutralisation der Gehalt an 
Chloranionen ein bestindiger bleibt, so tritt im Gemisch NaCl auf, das, 
wie es einer von uns‘) feststellte, bei der Konzentration '/,,—'/,,, N. die 
Verdauung des EiweiBes beeintrichtigt, ohne die aktuelle Reaktion des 
Milieus zu findern. Unter Beriicksichtigung dieses Umstandes zogen wir 
es vor, eine 1°/,ige Fermentlésung in Salzsiure verschiedener Konzen- 
trationen von 0,11—0,51 °/, herzustellen, wobei der p,;;-Wert der Lésungen 
in den Grenzen von 1,05—1,48, fiir das Priparat Nr. 3 und 0,98,—1,66, 
fiir dasjenige Nr. 21 sehwankt. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde 
elektrometrisch mittels der Chinhydronelektrode bestimint, in einige Fiillen 
colorimetrisch mit Methylviolett ermittelt. 

In eine Reihe von Kélbchen, die eine 1 °,,ige Pepsinlésung in Salzsiiure 
von wechselnder H’-Jonenkonzentration enthielten, wurden je 2 Kapillaren 
mit koaguliertem Eialbumin gegeben, die 24 Stunden im Thermostat bei 
37° stehengelassen wurden. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die verdaute 
KiweiBschicht von beiden Enden der Kapillare mittels Lupe und Milli- 
meterstab gemessen und auf Grund der Ergebnisse Kurven gezeichnet, die 
die Abhiingigkeit der verdauten EiweiBmengen von der Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésung erwiesen. 


Im ganzen stellten wir ungefiihr 30 Versuche an, aus welchen 
sich ergab, daB das p,,-Optimum bei der Verdauung des koagu- 
lierten KiweiBes in den Mettschen Kapillaren in den Grenzen 
1,15—1,25 liegt, d.h. dem p,-Optimum bei Verdauung des aus 
Kialbumin erhaltenen Acidalbuminats nach den Angaben von 
Sérensen und Shin-Shima entspricht (vgl. Tabb. III, IV u. V). 


) Biochem. Z. 21, 131 (1909). 2) J. of biochem. Japan 2, 207 (1923). 
*) Z. exper, Pathol. 8, 398 (1910). 
) 
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Py Optimum 


Tabelle IIL. 


J. A. Smorodinzew, A. N. Adowa und O.N. Barmina, 


im VerdauungsprozeB von Eialbumin. 





Sdrensen 


Die Aktivitit wurde nach 
der Zunahme des Stick- 
stoffs in den Verdauungs- 
produkten des Acidalbu- 
minats aus Kialbumin be- 
stimmt. 
Bei 12 stiindiger Ver- 
dauung Pu = 1,2 
bei 30—60 Min. langer 
Verdauung py = 1,6 


Shin-Shima 


Die Aktivitit wurde nach 
dem Stickstoffgehalt des 


nicht koagulierten  Ei- 
albumins in den Ver- 


dauungsprodukten des 
Acidalbuminats aus KEi- 
albumin bestimmt. 


Po = 1,5 





Tabelle IV. 


Unsere 
Untersuchungen 


Koaguliertes Eialbu- 

min nach Mett nach 

24 Stunden bei 38° 
Py = 1,10—1,20 





Versuche mit dem Pepsin Nr. 21. 













































































2is8 Die verdaute Sia Die verdaute 
ey fla Sse Kiweibmenge ef ha Sok EiweiBmenge 
Zu | Pe [in mm in der | AZACl= ES] Pa | in mm in der 
2 1G e* aa] Be ene 
a— fe oS I. Serie I.Serie} o/s I. Serie II. Serie 
Versuch Nr. 5. Versuch Nr. 25. 
1 | 0,11 | 1,60 12,2 |) 12,4 1 | 0,36 | 1,06, | 19,8 | 20,1 
2 | 0,36 | 1,05 16,2 | 16,0 2 | 0,34 | 1,08, | 20,6 | 26,3 
3 | 0,73 | 0,8 9,9 | 9,6 8 | 0,31 | 1,12, | 206 | 206 
Versuch Nr. 15. 4 | 0,29 | 1,15, | 20,9 21,1 
1 | 0,36 | 1,00 20,6 | 20,8 5 | 026 | 119 | 204 | 21,1 
2 | 0,30 | 1,13, | 21,4 214 6 | 0,24 | 1,26 | 19,2 | 19,6 
3 | 0,28 | 1,12, | 21,8 | 22,1 7 | 021 | 1,26 | 19,2 | 19,4 
0,24 | 1,29, | 23,0 | 229 8 | 0,19 | 1,31, | 18,6 | 19,0 
5 | 0,20 | 1,39, | 22,2 | 21,9 9 | 0,16 | 1,38, | 16,6 | 16,4 
6 | 0,18 | 1,41, 18,2 | 18,0 | 10 | 0,18 | 1,57, | 12,6 | 14,5 
7 | 0,11 | 1,66 11,0 | 10,8 | 11 | 0,11 | 1,58, | 11,6 | 12,6 
Versuch Nr. 26. 
1 | 0,47 | 0,98, | 17 | 20,2 7 | 029 | 1,15, | 25,1 | 26,4 
2 0,44 1,06, 20,6 21,8 8 0,26 1,19 25,5 20,9 
3 0,40 1,10, 22,0 21,7 9 0,24 1,22 24,6 25,0 
4 0,36 1,10, 22,0 23,8 10 0,21 1,24, 23,8 24,2 
5 0,34 1,12, 22,2 25,4 11 0,19 1,27, 23,4 23,5 
6 | 0,381 | 1,12, 25,2 | 25,4 12 | 0,16 | 1,86, | 22,2 | 23,4 
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Tabelle V. 


Versuche mit dem Pepsin Nr. 3. 























3 28 ; 24 stiindige Verdauung 3 zé ; 48 stiindige Verdauung 
Cree i. eo Die verdaute Ur Mae Die verdaute 
“TAS ES] pu EiweiBmenge in}. 152.5] py Hiweibmenge in 

Oi oO aid ° = eo Ke ee Set 

dt alien I.Serie II. Serie} 7 I. Serie) II. Serie 

Versuch Nr. 27. Versuch Nr. 28. 

1 | 0,36 | 1,06, | 9,7 | 10,0 1 | 0,51 | 0,95 | 18,2 | 13,9 

2 | 0,34 | 1,10, | 11,0 | 10,0 2 | 047 | 1,05 | 14,2 | 14,0 

; | 031 | 112 | 122 106 3 | 0,44 | 1,60 | 15,7 | 15,4 


| 
s | 029 | 1,15, | 126 10,7 0,40 | 1,02 | 16,4 | 16,5 


4 
5 | 0,26 | 1,12 | 114 10,6 5 | 0,36 | 1,05 | — 16,5 
6 | 0,24 | 1,19 | 10,7 | 10,8 6 | 0,34 | 1,08, 17,0 | 16,8 
7 | 0,21 | 1,20, | 11,2 | 10,8 7 | 0,31 | 1,10, | 192 | 17,1 
s | 0,19 | 1,31, | 9,5 | 9,8 8 | 0,29 | 1,13, | 18,6 | 18,4 
9 | 016 | 1,26 94 9,4 9 | 0,26 | 1,19 182 | 17,4 
10 | 0,13 | 1,86, | 9,0 | 9,4 | 10 | 024 | 119 | 180 | 17,2 




















11 | 0,11 | 1,48 | 86 | 84 | 11 | 0,21 | 1,256 | 19,2 | 18,4 


Obgleich das aktivere Pepsin Nr. 21 unter anderen gleichen 
Bedingungen um 1?/, mal mehr Kiweif verdaut (Tab. V1), so 
bleibt das p,,-Optimum unveriindert: der optimale p,,-Wert er- 
wies sich fiir beide Fermente derselbe. 


Tabelle VI. 
Vergleichstabelle. 





HCl-Kon- 
entration 
o 








Verdaute Eiwei8menge in mm 
SS a 2 I. Serie II, Serie 
= TenZ Rae ise oe ae a rs 
: | Nr. 3 Nr. 21| Nr. 3 | Nr. 21] Nr, g | Ditfe- 
renz | renz 
0,36 | 1,06, | 1,10, | —0,03,} 20,1 | 9,7 | 10,4 | 19,8) 10,0 | 9,8 
0,34 | 1,08, | 1,06, | +0,01,] 20,3 | 11,0 9,8 | 20,6 | 10,4 | 10,2 
0,31 | 1,12, | 1,12 | +0,0, | 20,6 | 12,2 | 8,4 | 20,6 | 10,6 | 10,0 
0,00 | 21,1 | 12,6 | 8,5 | 20,9 | 10,7 | 10,2 
026 | 119 | 1,12 | +007 | 21,1 | 11,4 | 9,7 | 20,4 106 | 9,8 
0.24 | 1,26 | 1,19 | +0,07 | 19,6 10,7 | 89 19,2, 10,3 | 8,9 
0,21 | 1,26 | 1,20, | +0,05,] 19,4 | 11,2 | 8,2 | 19,2) 10,3 | 8,9 
019 | 1,81, | 1,81, — 19,0 | 9,5 | 85 | 18,6] 9,8 8,8 
0,16 | 1,88, | 1,26 | +0,12,] 164) 94 | 7,0 | 164/ 9,4 | 7,0 
0,13 | 1,58 | 1,86, | +0,22,] 14,5 9,0 | 5,5 | 128/| 9,4 | 3,4 
O11 | 1,57, | 1,48, | +0,08,] 12,6) 86 | 40 | 11,6) 84 | 32 
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Uber die enzymatische Spaltung des Glutathions. I. 
Von 
W. Grassmann, H. Dyckerhoff und H. Eibeler. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Marz 1930.) 


Theoretiseher Teil, 


Unsere Beobachtungen iiber die Aktivierung des fermentativen 
EiweiBabbaus durch Glutathion') haben uns veranlaBt, auch die 
bisher noch nicht bearbeitete Frage der enzymatischen Spaltbarkeit 
dieses von F. G. Hopkins?) aufgefundenen wichtigen und weit- 
verbreiteten Peptidsin den Kreis unserer Untersuchungen zu ziehien. 
Ahnlich wie bei anderen, synthetisch aufgebauten Polypeptiden® 
sollte es auch beim Glutathion méglich sein, eine stufenweise enzy- 
matische Hydrolyse durchzufiihren und so neue Gesichtspunkte fiir 
die Beurteilung der Konstitution zu gewinnen. Fiir ein Tripeptid 
aus Cystein, Glutaminsiure und Glykokoll sind nicht weniger als 
zwolf isomere Formulierungen denkbar, von denen sechs innerhal! 
der letzten Zeit als wahrscheinlich vorgeschlagen oder doch zur 
Diskussion gestellt worden sind.4) Wenn auch, wie Hopkins’, 
hervorhebt, eine endgiiltige Entscheidung nur von der Synthese zu 
erwarten sein mag, so ist es doch notwendig, die Methoden des 
Abbaus zu erschépfen und die Zahl der in Betracht kommenden 
Moglichkeiten einzuschranken, bevor man diesen miihsamen und 


schwierigen Weg einschligt. 


') Grassmann, Dyckerhoffu. v.Schoenebeck, Diese Z. 186, 153 
(1929). 

2) Biochem. J. 15, 286 (1921); J. of biol. Chem. 84, 269 (1929). 

3) Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 175, 18 (1928); Abder: 
halden u. Mitarbeiter, Fermentforsch. 10, 91, 586, 591 (1928/29) und au 
andern Orten; Waldschmidt-Leitz u. Schlatter, vgl. Inauguraldisser- 
tation H. Schlatter, Miinchen 1929. 

‘) Pirie u. Pinhey, J. of biol. Chem. 84, 321 (1929) und zwar 8. 33°: 
Kendall, MeKenzie u. Mason, J. of biol. Chem. 84, 657 (1929) und 
zwar 5. 666. 

’) J. of biol. Chem. 84, 269 (1929) und zwar S. 318. 
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Glutathion, das in den meisten unserer Versuche in seiner 
dehydrierten Form zur Anwendung kam, wird nicht angegriffen 
durch die von uns gepriiften Proteinasen (Pepsin, Pankreas- 
proteinase, Papain). Es widersteht aber auch der EKinwirkung 
der Dipeptidase und der Amino-Polypeptidase aus Hefe und Darm, 
steht also in dieser Hinsicht in einem bemerkenswerten Gegensatz 
zur ibergroBen Mehrzahl der bisher untersuchten synthetischen 
Peptide. Dagegen konnte mit der Carboxy-Polypeptidase aus 
Pankreas eine rasche und glatte Aufspaltung erzielt werden. Die 
Kinwirkung dieses Enzyms kommt scharf zum Stillstand, wenn 
die Halfte der im Molekiil vorhandenen Peptidbindungen gelést 
ist und sie fihrt zur Abspaltung des gesamten Glykokolls, das 
nach Abtrennung des als Quecksilbersalz schwerléslichen Peptid- 
restes isoliert und als Esterchlorhydrat in einer Ausbeute von 
iiber 80°/, identifiziert werden konnte. 

Dieses Spaltungsergebnis schlieBt zunichst alle diejenigen 
Formulierungen des Glutathions aus, bei denen der Glycinrest in 
der Mitte einer Peptidkette steht, also durch zwei Peptid- 
bindungen im Molekiil verankert ist (vgl. z.B. Pirie und Pinhey 
a. a O.). Da ferner nach den vorliegenden Erfahrungen’) die 
Carboxy-Polypeptidase nur solche Aminosdiuren aus dem Peptid- 
verband abzuspalten vermag, deren Carboxylgruppe unbesetzt ist, 
hat man zu folgern, daB der Glycinrest mit seiner COOH-Gruppe 
frei, mit seiner Aminogruppe aber peptidartig verkniipft ist. Dies 
steht in Ubereinstimmung mit dem Verhalten des Glutathions 
gegeniiber salpetriger Saure [E. C. Kendall und Mitarbeiter?)]. 

Andererseits hat F. G. Hopkins*) nach langerem Kochen 
des Peptids mit Wasser Glycyl-cystin-anhydrid in Ausbeuten bis 
zu 25°/, isoliert. Daraus folgt mit groBer Wahrscheinlichkeit, 
da8 Glykokoll und Cystein schon im Glutathionmolekiil miteinander 
verkniipft sind. Unser Befund erginzt diese Aussage dahin, daf 
die Carboxylgruppe des Cysteins mit der Aminogruppe des Glyko- 
kolls verkniipft sein muB. Fiir die Bindung der Glutaminsiure 
bleibt damit nur noch die Méglichkeit, daB sie mit einer ihrer 
Carboxylgruppen in die Aminogruppe des Cysteins eingreift. Die 


1) Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 61, 640, 2092, 
299 (1928); 62, 2217 (1929) und an andern Orten; Abderhalden u. Mitarbeiter, 
Formentforsch. 9, 439 (1928); 9, 252, 501 (1928); 10, 91, 159 (1928); 10, 474, 
478, 481 (1929) und an andern Orten. 

*) A.a. O. S. 671. 

*) J. of biol. Chem. 84, 269 (1929), und zwar S. 310. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIX. 
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Aminogruppe der Glutaminsiure muf dann unverbundem sein, 
was durch das Verhalten gegeniiber salpetriger Siure und andere 


Erfahrungen’) bestitigt wird. 
Man hat also nur die Wahl zwischen den folgenden Formeln 


(I) und (II): 
CO-NH-CH-CO-NH-CH,-COOH COOH 


| | | 
H,N-CH —_CH,SH H,N-CH 


| (I) | (11) 
CH, CH, 
| ) 
CH, CH, 
| , 
COOH CO-NH-CH-CO-NH-CH,-COOH 
| 
CH,SH 
CO-NH-CH,-COOH 
| 
H,N-CH ) 
(II) 
- 
CH, 
| 
CO-NH-CH:-COOH 
| 
CH,SH 


Die von Kendall (a. a. O.) vorgeschlagene Formel (III) ist 
an sich mit dem Ergebnis unseres Spaltungsversuches nicht vollig 
unvereinbar. Sie bietet aber keine Erklirung fiir die Bildung 
des Glycyl-cystin-anhydrids (Hopkins a.a.O,) und sie ist zudem 
experimentell nicht geniigend gestiitzt. Wenn in dem Versuche 
Kendalls nach oxydativem Abbau mit H,O, und folgender Hy- 
drolyse kein Glykokoll mehr nachgewiesen werden kann, so besagt 
dies hinsichtlich der Bindung dieser Aminosiure nur wenig. Denn | 
der Glycinrest, der dem Angriff von Oxydationsmitteln iiberhaupt 
besonders leicht zugiinglich ist?), kann von Hydroperoxyd auch: 
dann veriindert werden, wenn er keiner freien Aminogruppe be- 
nachbart ist, wie z. B. im Glycin-anhydrid.*) 

') Kendall u. Mitarbeiter, a. a. O. S. 666, 667; vgl. auch Quastel, 
Stewart u. Tunicliffe’, Biochemic. J. 17, 586 (1923). 

2) Vgl. dazu z. B. van Slyke, Ber. chem. Ges. 43, 3170 (1910); J. of 
biol. Chem. 9, 185 (1911) und an andern Orten; Abderhalden u.vanSlyke, 
Diese Z. 74, 505 (1911); Abderhalden u. Mitarbeiter, Diese Z. 140, 92 


(1924); 143, 128: 144, 234 (1925). 
8) Liidtke, Diese Z. 143, 158 (1925); Abderhalden u. Komm, 


Diese Z. 143, 234 (1925). 
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Von den beiden Formeln (I) und (IJ) halten wir die zweite 
fir wahrscheinlicher. Sie steht in besserer Ubereinstimmung mit 
den gemessenen sauren und basischen Dissoziationskonstanten des 
Glutathions [N. W. Pirie und Kk. G. Pinhey?)] und sie bietet 
eine einfache Erklirung fiir die Resistenz des Peptids gegeniiber 
Amino-Polypeptidase. Denn dieses Enzym vermag die -CO-NH- 
Bindung nur dann anzugreifen, wenn der amidartig verkniipften 
Carboxylgruppe eine freie Aminogruppe in «-Stellung benach- 
bart ist [W.Grassmann’)], wihrend die Spaltung ausbleibt, wenn 
die freie Aminogruppe sich in #- oder y-Stellung zur Peptid- 
bindung befindet”)?). Wir méchten indessen diesem Gesichtspunkte 
keine allzugroBe Bedeutung beilegen, solange die enzymatische 
Spaltung analog gebauter Glutaminsiurepeptide nicht ausreichend 
untersucht ist, zumal nach den friiheren*) und nach den im ex- 
perimentellen Teile mitgeteilten Erfahrungen auch mit der Még- 
lichkeit einer Hemmung durch die im Molekiil vorhandenen 
schwefelhaltigen Gruppen (unter Umstiinden auch durch geringe 
Mengen S-haltiger Verunreinigungen) zu rechnen ist. 

Eine endgiiltige Entscheidung zwischen den in Frage kommenden 
Formeln wird sich ergeben aus der Konstitutionsermittlung des 
bei der partiellen enzymatischen Hydrolyse entstehenden, aus 
GGlutaminsiure und Cystin aufgebauten Peptids, das wir in guter 
Ausbeute, aber bisher nur in amorpher und noch nicht vdllig 
reiner Form gewonnen haben. Dabei wird in erster Linie der 
Vergleich mit dem von C. P. Stewart und H. E. Tunnicliffe) 
synthetisierten Di-Glutaminyl-Cystin wesentlich sein, mit dem unser 
Abbauprodukt in bezug auf das Drehvermégen nahe iibereinstimmt. 


Experimenteller Teil. 


Das zu den Versuchen dienende Glutathion gewannen wir aus Bierhefe 
im wesentlichen nach der von Hopkins (a. a. O.) gegebenen Vorschrift unter 
Verwertung der Erfahrungen von Kendall und Mitarbeitern (a. a. O). Der 
Schmelzpunkt der Priiparate, die durch sorgfiltiges Waschen mit 65°/,igem 
Alkohol von anhaftender Mutterlauge und amorphen Beimengungen voll- 


) J. of biol. Chem. 84, 321 (1929) und zwar S. 832. 

*) Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 175, 18 (1928); Ber. chem. 
Ges. 61, 656 (1928); Grassmann, Habilitationsschrift, Miinchen 1928. 

*) Abderhalden u. Fleischmann, Fermentforsch. 10, 195 (1928); 
Abderhalden u. Reich, Fermentforsch. 10, 319 (1928). 
4) Grassmann u. Mitarbeiter, Diese Z. 186, 183 (1930) und zwar 
S. 191f, 
’) Biochemie. J. 19, 207 (1925). 
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kommen befreit waren, lag in allen Fallen um einige Grade iiber dem von 
Hopkins und Kendall angegebenen. Die Reinheit wurde auf jodo- 


inetrischem Wege kontrolliert. 
Die Uberfiihrung in die Disulfidform erfolgte durch Einleiten eines 


raschen Sauerstoffstromes in die mit Baryt auf py, = 7,6 gebrachte Lésung 
entsprechend der Vorschrift von J.M. Johnson und C. Voegtlin’). Die 
Dehydrierung ist, wie schon Hopkins festgestellt hat, kein véllig glatt 
verlaufender Vorgang. Die nach der Entfernung des Baryts gewonnenen 
amorphen Priiparate geben dementsprechend bei der acidimetrischen Be- 
stimmung in alkoholischer Losung nur selten den theoretischen, zumeist 
aber einen merklich tieferen Titrationswert. Fiir die qualitative Spaltbarkeit 
und fiir die Aufarbeitung der Spaltprodukte scheint dieser Umstand nicht 
von sehr wesentlicher Bedeutung zu sein. 


Weder mit Glycerinextrakt aus Darmschleimhaut noch mit 
einem rohen Neutralautolysat aus Hefe konnte eine hydrolytische 
Aufspaltung des dehydrierten Peptids erreicht werden. Dem- 
entsprechend sind auch die gereinigten Praparate der Dipeptidase 
und der Amino-Polypeptidase wirkungslos (Tab. 1). Trotzdem ist 
es kaum zweifelhaft, daB auch die Hefezelle zur Hydrolyse des 
Glutathions befihigt ist. Auch in der Hefe fehlt nimlich, wie 
aus einer gemeinsam mit L. Martin durchgefiihrten noch un- 
veréffentlichten Untersuchung hervorgeht, die Carboxy-Polypepti- 
dase nicht vollstindig. Das Enzym ist aber hier nicht sehr 
wirksam und so wenig bestindig, daB es nach einer Autolyse 
von iiblicher Ausfiihrung und Dauer nicht mehr nachgewiesen 
werden kann. 

Pankreasauszug und gereinigtes Pankreastrypsin [ Proteinase + 
Jarboxy-Polypeptidase?)] bewirken eine verhaltnismaBig rasche 
Hydrolyse, die durch Enterokinase beschleunigt wird und in allen 
Fallen scharf zum Stillstand kommt, wenn eine Peptidbindung 
im Tripeptidmolekiil gelést ist. Es handelt sich um eine Wirkung 
der Carboxy-Polypeptidase; gereinigte Pankreas-Proteinase ist 
wirkungslos. Die Hydrolyse fiihrt, wie der folgende Versuch zeigt, 
zur Abspaltung des gesamten Glykokolls; das hinterbleibende 
Peptid aus Glutaminsiure und Cystin widersteht unter den ein- 
gehaltenen Versuchsbedingungen dem weiteren Angriff des Enzyms. 

Zu einer Lisung, die in etwa 60 ccm 1,53 g Glutathion (Di- 
sulfidform) enthielt und mit NH, auf p,, = 8,4 gebracht war, fiigte 
man 100 mg eines erepsinfreien Trockenpriparates des Pankreas- 
trypsins (25 T.-e.) und 0,12 C. Pol.-E. enthaltend), das durch 


') J. of biol. Chem. 75, 703 (1927) und zwar S. 706. 
*) Vgl. Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (192). 
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Verhalten des Glutathions (Disulfidform) gegeniiber proteolytischen En- 
zymen. (Die Titrationsprobe von 2 ccm enthiilt 30,6 mg Glutathion. Titration mit n/20- 
KOH. Der vélligen Aufspaltung des Peptids wiirde ein Acidititszuwachs von 4,00 cem 











entsprechen. ¢ = 40°.) 
: , ‘Spaltung nach Stunden 
Enzympriparat Enzymmenge ') Pr OA. EEE 
ee ae 24 | 70 
Neutralautolysat aus Hefe [1 cem mit 0,25 Di.-E., | 7,8%)] 0,015) | 0,045) | 0,00) = 
1,25 Am.-Pol.-E. und 
0,22 Pr.-E. 
Glycerinextrakt aus Darm- | 0,16 cem mit 0,2 Di.-E.,]|7,8%)|— 0,04 °) | —0,04%) | —0,03 — 
schleimhaut 1,00 Am.-Pol.-E.?) 
Glycerinextrakt aus 0,08 ccm mit 0,002C.-Pol.- 
Pankreas E., 0,64 T.-(e). 
a) ohne Kinase [7,87)} 0,62 1,72 1,98 - 
b) mit Kinase 7,8”)] 0,77 1,90 1,95 -- 
Pepsin abs. (Merck) 10 mg 2,04) — 0,00 0,00 | 0,02 
Papainabs.(Witte)+HCN 5 mg mit 5.8 P.-E. 5,05) — 0,02 0,00 _ 
Trockenprip. der Hefe- |2 mg mit 0,28 Di.-E. 7,8%)} 0,00 0,02 0,00 _ 
Dipeptidase 
Trockenprap. der Hefe- 2mg mit 0,56 Pol.-E. |7,0°] 0,05 0,00 0,02 — 
Polypeptidase 
Trockenprip. desPankreas- | 2 mg mit 0,50 T.-(e) und 
Trypsins (Proteinase + 0,0023 C.-Pol.-E. 
Carboxy-Polypeptidase) a) ohne Kinase |7,8%)} 0,48 1,10 ioe | — 
b) mit Kinase 7,8%)| 0,75 1,50 2,05 — 
4 mg desgleichen. 
a) ohne Kinase |7,8%)] 0,63 1,28 2,02 -~ 
b) mit Kinase 7,87)} 0,98 2,00 2,03 — 
2 mg desgl. + Kinase 8,4 _ 1,00 1,90 1,94 
Trockenpriiparat der 2mg mit 0,25 T.-(e) + | 8,5 | 0,04 0,05 0,05 0,09 
Pankreas-Proteinase Kinase 
frei von Carboxy- 


Polypeptidase) 




















') Abkiirzungen: Di.-E. = Einheit der Dipeptidase, bestimmt nach Willstatter u. 
Grassmann, Diese Z. 153, 250 (1926) und zw. S. 265; Am.-Pol.-E. = Einheit der 
(Amino-) Polypeptidase, bestimmt nach Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 
(192s), und aw. S. 64; C.-Pol.-E. = Einheit der Carboxy-Polypeptidase, bestimmt nach 
Waldschmidt-Leitz u. Purr, Ber. chem. Ges. 62, 2217 (1929), und zw. S. 2220; 
1. ¢.) = Einheit der Pankreas-Proteinase (Trypsin), bestimmt nach Willstaitter u. Mitarb., 
Diese Z. 161, 191 (1926), und zw. S. 209; P.-E. = Papaineinheit nach Willstiitter u. 
G rassmann, Diese Z. 138. 184 (1924), und zw. S. 203. — *) n/5-Ammoniak-Ammonchlorid- 
putter, — *) Wert nach Abzug der im Kontrollversuch ohne Glutathion ermittelten Selbst- 
fpaitung. — 4) m/20-Citrat-Salzsiiurepuffer. — °) m/50-Dinatriumcitratpuffer. — °) m/60- 


Phosphatgemisch, 
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Enterokinase aktiviert war. Das Volumen der Versuchsmischung 
wurde zu 100 ccm ergiinzt und der Fortschritt der Hydrolyse 
durch Titration von 2 ccm-Proben verfolgt. Nach 18 Stunden 
war die gemiB® den Versuchen der ‘l'ab. 1 erwartete Spaltung 
erreicht (1,98 ccm n/20-KOH statt berechnet 2,00 ccm). 

82 ccm der Loésung (entsprechend 1,26 g Glutathion) wurden 
filtriert und zur Entfernung des Ammoniaks im Vakuum eingeengt, 
mit Wasser auf ein Volumen von 50 ccm gebracht und mit 30 ccm 
einer 6°/,igen Lésung von Quecksilberacetat in n/3-Kssigsiure 
volistiindig gefillt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert und in 
der Zentrifuge mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen (Aus- 
beute 2,6 g). | 

Die mit den Waschwissern vereinigte klare Lésung wurde 
mit H,S gesiattigt, vom abgeschiedenen Quecksilbersulfid abfiltriert 
und das klare farblose Filtrat zur Entfernung des Schwefelwasser- 
stoffs und der Essigsiure mehrmals im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft. Der krystallinisch erstarrte trockene Riickstand (305 mg) 
wurde in absolutem Alkohol suspendiert und durch Einleiten von 
HCl-Gas in bekannter Weise verestert. Nach dem Einengen der 
alkoholischen Lésung erfolgte die Abscheidung des krystallisierten 
Ksterchlorhydrats, die durch Zusatz von etwas Ather vervollstiindigt 
wurde. Ausbeute 0,445 g (= 78°/, d. Th.); Schmelzpunkt und 
Mischschmelzpunkt mit Glykokoll-esterchlorhydrat 144° Aus der 
Mutterlauge wurden weitere 22,5 mg vom Schmelzp. 141° ge- 
wonnen, so daB die Gesamtausbeute 82°/, d. Th. betrigt. 


16,1 mg verbrauchen bei der Titration in alkoholischer Lésung 2,34 ccm 
n/20-KOH statt berechnet 2,32 cem. 


Das abgeschiedene Quecksilbersalz wurde in Wasser 
suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und der Sulfidnieder- 
schlag abzentrifugiert und mit heiBem Wasser mehrmals sorgfialtig 
gewaschen. Das klare Filtrat wurde im Vakuum mehrmals zur 
Trockne verdampft und schlieBlich in 40 ccm Wasser aufgenommen. 
Das Produkt zeigte starke Nitroprussidreaktion, aber nur etwa 
*/, des bei vélliger Reduktion zu erwartenden Jodverbrauches. 
Daher wurde zur Uberfiihrung in die dehydrierte Form durch 
Zusatz von Baryt p,, = 7,6 hergestellt und bis zum Verschwinden 
des SH-Reaktion (?/, Stunde) ein rascher Sauerstoffstrom durch- 
geleitet. Nach Entfernung des Bariums wurde die Liésung aut 
etwa 5 ccm eingeengt und in iiberschiissigen Alkohol eingegossen. 
Ausbeute an amorphem Peptid 750 mg (= 73°/, d. Th.). 
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Bei der Titration in alkoholischer Lésung verbrauchten 21,0 mg 3,12 cem 
n/20-KOH, wihrend der fiir das Peptid aus Cystin und Glutaminsiure be- 
rechnete Wert 3,35 cem betragen wiirde. 

Eine Lésung von 0,1430 g Peptid in 6 ccm dreht im 1 dm-Rohr 1,94° 
nach links, entsprechend [a], =— $1,8°. Die spezifische Drehung des von 
Stewart und Tunnicliffe (a.a.Q.) synthetisch erhaltenen Di-Glutaminy]- 
cystins betrigt fiir das Licht der griinen Hg-Linie l“lyy = — 97,4, woraus 


sich, gemiB einer allerdings nicht ganz sicheren Umrechnung’), der Wert 
von []p zu etwa —82,5 berechnen abt. 

Die Spaltbarkeit der reduzierten Form des Glutathions, 
die sich wegen ihrer Empfindlichkeit und leichten Oxydierbarkeit 
fiir Versuche von lingerer Dauer weniger gut eignet, haben wir 
nur an einer kleinen Zahl von Beispielen gepriift (Tab. 2). 


Tabelle 2. 


Verhalten des Glutathions (Sulfhydrylform) gegeniiber proteo- 
lytischen Enzymen. 
(Bedingungen wie Tab. 1.) 

















, . Spaltung nach Stunden 
Enzympriparat Enzymmenge Pa —- an _- 
7 . 1 | 6 | 22 
Pankreas- Proteinase + | 2 mg mit 0,5 T.-(e.) u.| 8,5 | 0,02 0,04 | -- 
Carboxy-Polypepti- 0,0023 C. Pol.-E. | 
dase (Trockenprip.) | 
Trockenpraparat der |2 mg mit 0,28 Di-E. | 7,8 | —0,02 | —0,06 inn 
Hefe-Dipeptidase | 
Papain(Witte) + HCN] 5 mg 5,0 | 0,01 | 0,08 | - 
Pepsin absol. (Merck)| 4 mg 2,0 — —0,02 | 0,03 





Kine deutliche Spaltung hat sich in keinem Falle ergeben, 
auch nicht in einem Versuch mit Carboxy-Polypeptidase. Fir 
diesen Unterschied zwischen der hydrierten und der dehydrierten 
Horm des Peptids ist méglicherweise eine Hemmung der Pepti- 
dasewirkung durch die SH-Gruppe verantwortlich zu machen. 
Kbenso wie Schwefelwasserstoff?) und Cystein’) wirkt auch redu- 
ziertes Glutathion schon in recht kleiner Konzentration hemmend 
auf die Dipeptidase und die beiden Polypeptidasen (Tab. 3). Die 
Disulfidform des Peptids bewirkt im Falle der Carboxy- und der 
) Vgl. dazu z. B. Ley, in Geiger u. Scheel, Handb. d. Phys, XX. 
Berlin 1928, S. 905 und zwar S. 936 ff. 

*) Vgl. Grassmann u. Dyckerhoff, Diese Z. 179, 41 (1928) und 
zwar S. 67. 

. *) Vgl. Grassmann u. Mitarbeiter, Diese Z. 186, 183 (1930) und zwar 
S. 192, 
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Amino-Polypeptidase eine wesentlich schwachere Hemmung, wihrend 
die Wirkung der Dipeptidase auch von der Disulfidform in der 
angewandten Konzentration vollkommen unterdriickt wurde. 

Bei den Versuchen mit der reduzierten Form des Glutathions ist auf 
die Méglichkeit einer Stérung durch den Luftsauerstoff Riicksicht zu nehmen. 
Die Versuchsansaitze wurden daher, soweit sie neutral oder alkalisch waren, 
unter Verwendung von ausgekochtem Wasser hergestellt und durch eine 
dicke Xylolschicht vor Luftzutritt nach Méglichkeit bewahrt. Unter diesen 
Umstiinden iindert sich der jodometrische Titer innerhalb einiger Stunden 
nicht wesentlich, waihrend bei lingeren Versuchszeiten regelmiéBig ein merk- 
licher Riickgang beobachtet wird. 


Tabelle 3.) 


Hemmung der Peptidasewirkung durch Glutathion. 


(Die Angaben beziehen sich auf die Titrationsprobe von 2 ccm. 
t = 40°; Spaltungszeit 1 Stunde.) 





























Mol Spaltung 
Enzym Substrat PH Zusatz “ra / (cem n, 20- 
Mer! KOH 
Trockenpriparat der 45 mg Leucyl- 7,8 — — 1,20 
Hefe-Dipeptidase glyein Glutathion SS |0,0006] 0,65 
9 0,0012} 0,00 
m 0,0025] 0,00 
” 0,0050 0,00 
Trockenpriiparat der 45 mg Leucyl- | 7,8 — — 0,35 
Hefe-Dipeptidase glycin Glutathion SH |0,0050] = 0,00 
Trockenpriparat der 49 mg Leucyl- | 7,0 — — 0,55 
Hefe-Polypeptidase glycyl-glycin Glutathion SS [0,0050] — 0,30 
Glutathion SH |0,0050] 0,00 
Trockenpriiparat der | 25 mg Chloracety]- | 7,4 — ~ 0,60 
Carboxy-Polypeptidase 1-Tyrosin Glutathion SS | 0,0050] 0,37; 0,40 
aus Pankreas Glutathion SH [0,0050 0,15 
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') Ausfiihrung der Versuche durch Herrn v. Schoenebeck. 
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(Medizinisch-chemisches Laboratorium der Universitit Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. April 1930.) 


Kine ganze Reihe neuerer Ergebnisse biochemischer Forschung 
fihrt uns immer wieder die T'atsache vor Augen, dab chemische 
Vorginge im Organismus vielfach auf Wegen verlaufen, die wir 
nach den gewohnten Erfahrungen unserer chemischen Laboratorien 
nicht erwarten. Die groBe Mannigfaltigkeit biochemischer Prozesse 
wird in weitgehendem MaBe bedingt durch die gegenseitige Be- 
einflussung der verschiedenen Produkte des intermediiren Stoff- 
wechsels und zwar im Sinne eines gegenseitigen Knergieaustausches. 
Knoop’) hat kiirzlich den Ausdruck gebraucht: ,,Die Auf- und 
Abbauprozesse im lebenden Organismus werden durch einen tort- 
wihrenden Kampf aller Substanzen gegen alle bedingt.“ 

Aus dieser Erwagung legten wir uns die Frage vor, ob nicht 
Anhaltspunkte zur Klirung der bekannten antiketogenen Wirkung 
der Kohlehydrate durch in vitro anzustellende Versuche zu ge- 
winnen seien. Die Vorstellung, daB das Verschwinden bzw. Fehlen 
40 der Ketonkérper an die Spaltung und den Abbau der Antiketogene 
gebunden sei (,Verbrennen im Feuer der Kohlehydrate“) ist immer 
noch die naheliegendste. Soweit uns bekannt ist, hat wohl nur 
Shaffer?) diese Anschauung experimentell durch Modellversuche 
zu stiitzen gesucht. Wasserstoffsuperoxyd bedingt zuweilen einen 
Oxydationsverlauf, der Ahnlichkeit mit dem Oxydationsmodus der 
betreffenden Substanz im Organismus hat. Shaffer oxydierte 





') Naturwissenschaften 18. Jahrg., Heft 10, 224 (1930). 
*) J. of biol. Chem. 47, 483 (1921). 
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daher Acetessigsiure mit Wasserstofisuperoxyd einmal fir sich, 


das andere Mal in Gegenwart von Glucose usw. und stellte fest, 


daB im letzteren Falle die Oxydationsgeschwindigkeit bis zum 
10fachen Betrage gesteigert wurde. 

Nachdem das Methylglyoxal, wie wir heute wissen, im Mittel- 
punkte des physiologischen Zuckerumsatzes steht, haben wir uns 
im Sinne obiger einfiihrender Worte gefragt, ob nicht in vitro 
eine gegenseitige Beeinflussung von Acetessigsiure und Methyl- 
glyoxal festzustellen sei. 


Versuche. 
Um unter annihernd physiologischen Bedingungen zu arbeiten, 


brachten wir in einer Reihe von Vorversuchen neutrale, d. h. aut 


Lackmus eben schwach alkalisch reagierende Lésungen von acet- 
essigsaurem Natrium mit aiquivalenten Mengen Methylglyoxal zu- 
niichst in 1/,, Mol. Konzentration bei Zimmertemperatur zusammen. 

Das acetessigsaure Natrium stellten wir unter Benutzung der Er 
fahrungen von Ceresole') und von Ljunggren’) durch Verseifen des 
vorher von Dehydratacetessigsiiure befreiten Esters mit einem UberschuB von 
n/i-Natronlauge und Zuriicktitrieren des Uberschusses mit Salzsiiure dar. 
Der sich so ergebende Gebalt der Siiure wurde auBerdem noch colorimetrisch 
mittels Eisenchlorid [vgl. Pollak) sowie Lorber‘)] festgestellt und Uberein- 
stimmung der beiden Werte gefunden. Das Methylglyoxal wurde aus 
Dioxyaceton durch Destillation mit Phosphorpentoxyd nach Angaben von 
Fischer’) hergestellt. Leider muBten auch wir, wie Kuhn und Hek- 
scher®) konstatieren, daB die Ausbeuten bedeutend geringer waren als 
Fischer angibt. 

An der abnehmenden KEisenchloridreaktion des Reaktions- 


gemisches liBt sich feststellen, daB die Acetessigsiure verschwindet. 


Schon nach mehrstiindigem Stehen ist sie negativ.’) Gewohnlich 
lieBen wir 15—20 Stunden stehen oder hielten noch etwa 2 Stunden 
bei Bruttemperatur. Die Fliissigkeit zeigt dann eine intensive 


1) Ber. chem. Ges. 15, 1327 (1871). 

*) Biochem. Z. 145, 422 (1924). 

%) Hofmeister Beitr. 10, 235 (1907). 

4) Biochem. Z. 181, 866 (1926). 

5) Ber. chem. Ges. 57, 1502 (1924) u. 59, 857 (1926). 

°) Diese Z. 160, 125 (1926). 

7) Dies gilt praktisch nur fiir Reaktionsgemische niederer Konzentra 
tion, da, wie unten zu erwihnen ist, auch die neu entstehende Substanz in 
stiirkerer Konzentration eine rote Eisenchloridreaktion gibt. Eine Unter 
scheidung ist auBerdem in der Verschiedenheit der Farbnuance und dure) 
das Verschwinden der Acetessigsiure-Eisenfirbung beim Aufkochen ge 
geben. Die Priifung mit Eisenchlorid diente hier rein praktisch orienticren: 
dem Zwecke. 
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Nitroprussidreaktion, die bei Alkaligegenwart stark bordeauxrot 
ist, bei Essigsiiurezusatz in Violettrot umschligt. Sie gibt ferner 
eine starke Jodoformausscheidung bei Zusatz von Jod und Alkali. 
‘3 handelt sich hier nicht um unveriinderte Ausgangsstoffe oder 
eine einfache Acetonabspaltung. Wir begegneten diesem Kinwande, 
indem wir in einem abgemessenen Teile der Reaktionsfliissigkeit 
eine Acetonbestimmung nach van Slyke und in einem gleich 
croBen Quantum nach Ansiiuren mit Oxalsiure eine Messinger- 
Huppertsche Gesamtacetonbestimmung austiihrten. Bei Annahme 
von Aceton, bzw. Acetessigsiure wire ein Verbrauch von 
33,0 cem n/1-Jodlésung zu erwarten gewesen. Gefunden wurden 
im ersten Falle 4,4, im zweiten 4,8 ccm. 

Der Jodverbrauch ist also ganz geringfiigig und erklirt sich 
aus der noch zu erwihnenden Tatsache, daB geringe Anteile der 
neu entstehenden Verbindung bei der Destillation mit iibergehen 
und etwas Jod verbrauchen. 

Das Bemerkenswerteste ist die starke Reduktionswirkung der 
Reaktionsfliissigkeit gegeniiber Silber und Fehlingscher Lésung. 
Sie nimmt vom Zeitpunkt des Ansatzes ab fortschreitend an In- 
a zu und erreicht schlieBlich ein Maximum, konform mit 

er abnehmenden Eisenchloridreaktion. 

Die Reduktionswerte wurden nach der Bertrandschen Glu- 
cosebestimmungsmethode ermittelt. 

Beispiel aus einer Reihe von Versuchen: 

Die Reduktionskraft von Methylglyoxal selbst in Lésungen der wie hier 


verwendeten Konzentration ist sehr gering. Ansatz von 2,19 g Methylglyoxal 
und 3,11 g Acetessigsiiure in 50 cem Wasser: 


Verbrauch an n/10- one pro 1 cem der Reaktionsfliissig- 


keit bei Beginn  . Pew Sm ew s 23 40 oo Se 
Bei Zimmertemperatur nach 1 Stunde Dk es ee ee eo oe SP wy 
¥ » © « A awe ee eS 
“ oe ee a ne =e 
: eis 988s ee ee ae 
. I See as ie) es a 
Die Lésung wurde jetzt im Thermostaten bei 35° gehalten. 
Verbrauch an n/10-Permanganat nach 1,5 Stunden. . . . . . 8,1 cem 
. ’ ~ © « > ik 
i — wa saa an aca 
N: ach weiteren 24 Stunden bei Zimmertemperatur <a> oe ee Oe 


Nach diesen Feststellungen bemihten wir uns, einen Kinblick 
in es Reaktionsverlauf zu erhalten und die neu sntabileale Sub- 
stanz zu fassen. Es ist dies erschwert durch die zeitraubende 
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Darstellung des Methylglyoxals einerseits, andererseits durch die 
Labilitait der Substanz. Wir bezeichnen sie hier mit X. Die 
Ansiatze wurden in stiirkerer Konzentration gemacht, z. B. 11,8 ¢ 
Acetessigsiure, 6,8 g Methylglyoxal in 170 com Wasser (Reaktion 
eben angedeutet alkalisch auf Lackmus). Reduktionswert nach 
14 Stunden Stehen bei Zimmertemperatur 9,75 ccm. Reduktions- 
wert nach weiteren 3 Stunden im Thermostaten bei 35° 10,2 ccm 
n/10 Permanganat pro 1 ccm der Reaktionsflissigkeit. 

Die Substanz der Reaktionsfliissigkeit durch Extrahieren mit 
Liésungsmitteln verschiedener Art zu entziehen oder sie durch 
Fallungsmittel zu isolieren, gelang nicht, auch sind die Derivate 
mit Phenylhydrazin, Methyl-phenylhydrazin und p-Nitropheny]- 
hydrazin nicht dazu geeignet. 

Die Reaktionsflissigkeit ist dunkelgelb und riecht spezifisch. 
Beim Neutralisieren verschwindet der gelbe Farbton, was sich aus 
dem Verhalten der Substanz X erklart (siehe unten). Gleichzeitig 
entwickelt sich reichlich Kohlensiure, die der Carboxylgruppe der 
Acetessigsiure entstammt. Der Fliissigkeit wurde die gleiche 
Anzahl Kubikzentimeter n/1-HCl zugesetzt als urspriinglich Kubik- 
zentimeter n/1-NaOH zur Neutralisation der angewandten Acet- 
essigsiure verbraucht worden waren. Wir engten dann im Vakuum 
bei moglichst niederer Temperatur bis zum dicken Syrup ein. Hin 
Teil der Substanz X geht dabei mit den Wasserdaimpfen iiber, da 
die Destillate die spezifischen Reaktionen derselben geben und 
sich auch die Semicarbazidverbindung daraus isolieren lieB. Der 
Riickstand wurde mit absolutem Alkohol extrahiert, wobei das 
Kochsalz zuriickblieb. Durch Zusatz eines gleichen Volumen Ather 
wurde zunichst noch eine kleine, flockige Fiallung abgetrennt. 
Wir verdampften dann den Alkohol wieder im Vakuum und ver- 
suchten den Riickstand zu destillieren, verloren aber dabei mehiere 
Ansiitze, da offenbar noch Spuren freier Salzsiure vorhanden 
waren, die eine Polymerisation bzw. Verharzung der Substanz 
verursachten. Nachdem wir das Verfahren etwas modifiziert batten, 
gelang die Destillation im Vakuum und der gréBte Teil der 
Substanz ging bei 10 mm zwischen 98—99,5° iiber. Die Substanz 
X stellt eine dickliche, fast farblose Flissigkeit dar. Kine Kry- 
stallisation konnten wir bisher nicht bemerken. Sie reduziert Silber- 
und Fehlingsche Lésungen stark, sie gibt intensive Nitroprussi(- 


reaktion, die in Gegenwart von Alkali tiefrot ist und bei Essig- | 


siiurezusatz in Violettrot umschligt. WaBrige Lésungen fiirben 
sich mit Eisenchlorid blutrot, der Farbton wird beim Erwirme: 
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fast noch dunkler. Alkalische Jodlésungen bedingen langsam 
eine Jodoformabscheidung. Die wiibrige Liésung reagiert sauer 
und nimmt im Momente des Neutralisierens einen deutlich gelben 
Farbton an. Eine eigentliche Carboxylgruppe scheint nicht vor- 
zuliegen (Enol?). 

Bei der Titration in alkoholischer Liésung (Phenolnaphthalin 
als Indikator) verbrauchten 

0,2006 g der Substanz X 1,7 cem n/10-NaOH, 
was einem Mindest-Mol von 118 entsprechen wiirde. 

FaBbare Salze konnten wir nicht erhalten, Hydrazin und 
Hydroxylamin geben wenig erfreuliche Produkte. Die Hydrazin- 
verbindung, die 6lig ist, wird bei schwachem Erwiirmen mit ver- 
diinnter Salzséiure fest. Nach dem Reinigen bildet das Produkt 
celpe Krystalle vom Schmelzp. 210. Beim Erwirmen wiBriger 
Lésungen der Substanz X unter Essigsiurezusatz mit p-Nitro- 
phenylhydrazin tritt keine Abscheidung ein, bei der Neutralisation 
dagegen fallt eine braunrote mikrokrystalline Substanz aus. 

Wohldefinierte Derivate erhielten wir zuletzt mit Semicarbazid. 
Beim Zusammenbringen wiBriger Liésungen der Substanz X mit 
solchen freien Semicarbazids tritt in ganz kurzer Zeit Triibung 
und Ausscheidung eines sandigen Pulvers ein. Dieses laBt sich 
aus starker Hssigsiiure, in der es, wie auch in anderen Lisungs- 
mitteln, nur schwer in der Hitze léslich ist, umkrystallisieren und 
schmilzt unter vorheriger Braunung und unter Zersetzung bei 255°. 

Mit p-Bromphenylhydrazin gelang es ebenfalls ein wohlcharak- 
terisiertes Hydrazon zu erhalten. Wir arbeiteten in essigsaurer 
Lisung bei gewdhnlicher Temperatur. Dabei fallt zuniichst ein 
halbfestes Produkt aus, das beim Waschen mit kalten Methyl- 
alkohol und Ather fest wird. Die Substanz ist sehr empfindlich, 
sie 1iBt sich aber in hellgelben, gut ausgebildeten wetzsteinformigen 
Krystillchen erhalten, wenn man sie in angewirmtem Aceton list, 
etwas Ather zugesetzt und einen Teil des Lésungsmittels ohne 
Temperaturerhéhung im VYakuum abdampft. Sie schmilzt bei 181°. 


SchluB. 


Acetessigsiure wird in vitro unter sozusagen physiologischen 
Bedingungen durch Methylglyoxal, also einem Durchgangsprodukt 
des intermediiiren Kohlehydratabbaus_ ,,zerstért“. Wir kénnen 
sagen, Methylglyoxal wirkt antiketogen. 

Ks entsteht eine Substanz, die durch typische Reaktionen 
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gekennzeichnet ist und sich insbesondere durch hohe Reduktions- 
kraft auszeichnet. Die Substanz hat ein héheres Molekulargewicht 
als die Ausgangsprodukte und scheint nach noch im Gange be- 
findlichen Untersuchungen eine Kette von sechs Kohlenstoflatomen 
zu haben. 

Von naheliegenden Spekulationen absehend, méchten wir mit 
allem Vorbehalt die Vermutung aussprechen, daB ihe hier vielleicht 
ein Weg anbahnt fiir das Verstindnis des Uberganges von Fett 


iitber Acetessigsiure zu Kohlehydrat. 
Wir fiigen noch bei, daB weder Methylglyoxal fir sich allein, 


noch Methylglyoxal plus Aceton unter gleichen Bedingungen cin 


analoges Verhalten zeigen. 
Wir hoffen in Bilde weitere Mitteilungen zu machen, ins- 


besondere auch iiber das Verhalten des Phenylglyoxals zu Acet- 
essigsdure. 


Meinem Assistenten Dr. Miller danke ich fir seine geschickte 
Mithilfe aufs beste. 
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Zur Kinetik der Hydroperoxydspaltung durch Porphyrin— 
Metallkomplexsalze. 
Von 
Karl Zeile. 
Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1930.) 


Es ist wohl mit gréBter Wabhrscheinlichkeit anzunehmen, 
daB Eisen oder Schwermetall iiberhaupt bei der katalatischen 
Reaktion, wie sie an fast allen pflanzlichen und tierischen Ge- 
weben und Fliissigkeiten zu beobachten ist, wesentlich beteiligt 
ist; die Blausiure-Hemmbarkeit, die durch die Warburgsche 
Schule als eine Ejigentiimlichkeit der Metallkatalysen erkannt 
wurde, ist auch ein Merkmal dieser Reaktion. DaB die Aktivitiit 
der bisher reinst dargestellten Katalasepriparate keine Abhingig- 
keit von ihrem Eisengehalt erkennen liBt'), spricht nicht gegen 
diese Ansicht, denn es ist nichts dariiber bekannt, welcher An- 
teil des jeweils analytisch gefundenen Hisens in wirksamer Bindung 
vorliegt. Fiir die Auffassung, die man sich iiber die speziellere 
Natur der Katalase macht, ist weiterhin die Feststellung’) von 
Belang, da& Himin hydroperoxydspaltende Wirkung_besitzt; 
auBerdem legt die iiberaus weite Verbreitung gerade des por- 
phyrin-gebundenen Hisens und seine vielseitige katalytische Fiahig- 
keit den Gedanken an eine Beziehung zwischen Katalasefunktion 
und dieser Art von Eisenbindung nahe. In diesem Zusammen- 
hang haben schon Kuler und Fink’) auf eine gewisse Parallelitiit 
zwischen Cytochromgehalt und Katalasewirkung von Hefe hin- 
gewiesen. Wenn auch ein umfassendes experimentelles Material 
noch nicht vorliegt, so ist doch die kiirzlich*) gemachte Fest- 
stellung, daB sich in dem bisher reinsten Katalasepriiparat Himo- 
chromogen nachweisen ligt, geeignet, die Beziehungen zwischen 
Himin und Katalase in den Vordergrund der Betrachtung zu riicken. 

Durch Kuhn ist die katalatische Reaktion des Hiimins in 
Abhingigkeit von verschiedenen LEinfliissen studiert worden, 


') Euler u. Josephson, Liebigs Ann. 452, 158 (1927). 

‘. Kuhn u. Brann, Ber. chem. Ges. 59, 2370 (1926). 

) Diese Z. 169, S. 10 (1927). 

') Euler, Zeile u. Hellstriém, Svensk. Kem. Tidskr. 42, 74, (1930). 
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auch Mesohimin und Haminester wurden von ihm untersucht.) 
H. v. Euler und Josephson’) haben die Affinitat zwischen H,0, 
und Hamin gemessen und in weiteren Arbeiten H.v.Kulers und 
seiner Mitarbeiter’) tiber dieses Problem ist das Schwergewicht 
auf Wirksamkeitsvergleiche zwischen verschiedenen Porphyrin- 
EKisenkomplexsalzen, namentlich Hiamin, Mesohimin und Deutero- 
himin gelegt. 

Die Wirksamkeit aller bisher untersuchten Himinpriiparate 
bleibt weit hinter der des reinsten Katalasepriparates zuriick: 
Euler und Josephson’) berechneten das Verhaltnis der Akti- 
vitit von Himin und Katalase zu 5: 40,000; immerhin geht aber 
aus den bisherigen Versuchen hervor, daB die Wirksamkeit ver- 
schiedener Himinarten recht betriichtliche Unterschiede auf- 
weisen kann. Diese Verhiltnisse sollten naiher untersucht werden, 
auBerdem schien es wiinschenswert, durch Ausdehnung des Wirk- 
samkeitsvergleiches auf einige andere Porphyrin—Eisenkomplex- 
salze Einblick in die Abhingigkeit der katalatischen Wirksamkeit 
von der Natur des eisentragenden Porphyrinkerns zu gewinnen, 
zumal durch die umfassenden Versuche H. Fischers die ver- 
schiedensten Porphyrintypen in ihrer Konstitution aufgeklart und 
durch Synthese zuginglich geworden sind. Eine andere Frage 
konnte in diesem Zusammenhang gepriift werden, namlich wie 
das Kupfer, das gelegentlich als physiologisch wirksames Metall 
auftritt, sich in bezug auf Katalasewirkung verhialt, wenn es an 
Porphyrin gebunden vorliegt, nachdem die katalatische Fahigkeit 
dieses Metalls unter gewissen Bedingungen schon von Bredig 
und H. v. Kuler festgestellt worden war.’) 

Der Verlauf der Wasserstoffsuperoxydspaltung wird im all- 
gemeinen durch die Formel der monomolekularen Reaktion wieder- 
gegeben; es ist aber bekannt, daB die Reaktionskonstante /, 
namentlich im Falle der durch Haimine katalysierten Spaltungs- 


') Kuhn u. Brann, Ber. chem. Ges. 59, 2370 (1926); Kuhn u. 
Wassermann, Ber. chem. Ges. 61, 1550 (1928); Kuhn u. Brann, Dies 
Z. 168, 27 (1927); Kuhn, Brann, Seyffert u. Furtner, Ber. chem. (e:. 
60, 1151 (1927). 

*) Liebigs Ann. 456, 113 (1927). 

’) Euler, H. Nilsson u. Runehjelm, Svensk. Kem. Tidskr. Nr. 4. 
S.89 (1929); Euleru. H. Nilsson, Ark. f. Kemi, Min. och Geol. 10B, Nv.» 
(1929). 

*) Bredig u. Miller v. Berneck, Z. physik. Chem. 31, 258 (15% 
Euler u. Jansson, Mh. Chem. 53 u. 54; Wegscheiderfestschr, 5. 1"! 


(1929). 
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reaktion, mit der Zeit mehr oder weniger starken Veriinderungen 
unterliegt, da H,O, auf den Katalysator schidigend einwirkt. 
Um also ein charakteristisches Bild von der katalatischen Wirk- 
samkeit eines Himins zu bekommen, ist es notwendig, die Ver- 
‘inderung von A durch Messung des jeweils vorhandenen Wasser- 
stoffsuperoxyds tiber ein angemessenes Zeitintervall zu verfolgen. 
Von den verschiedenen Kinfliissen, denen 4 auBerdem unterworfen 
sein kann, wurde in den folgenden Versuchen die p,,-Abhingig- 
keit und gelegentlich die Kinwirkung von CN-Ionen in Betracht 
gezogen. 
Zur Methodik. 

Um das zu untersuchende Himin auf méglichst definierte 
Weise in Lésung zu bringen, wurde die von Kuler und Mit- 
arbeitern angewandte Methode’) benutzt, der zufolge das Himin 
in verdiinnter Lauge gelést wird und alsbald unter weiterer Ver- 
diinnung in die gepufferte Reaktionslésung eingetragen wird. Auf 
diese Weise wird das Chloratom erfahrungsgemiB aus dem Hamin- 
molekiil abgelést; auch zeigen einige unten beschriebene ver- 
gleichende Versuche, daB so bereitete Katalysatorlésungen sich 
in ihrer Wirkungsweise nicht merklich von chlorfrei gemachten 
Himatinpraparaten unterscheiden. Eine alkalische Lésung von 
Himin wird von H. A. Krebs als ,,Himatinlésung* bezeichnet?); 
sie sei hier zum Unterschied von den chlorfreien Himatinlésungen 
als ,,Alkalihimin“ bezeichnet. Eine weitere Verinderung des in 
Alkali gelésten Himins durch das Alkali, wie sie gelegentlich 
beobachtet wurde’), scheint bei der kurzen Hinwirkungsdauer 
und der starken Verdiinnung nicht wahrscheinlich. Dagegen 
kénnen bei der Bereitung von Phosphatauflésungen des Kataly- 
sutors durch das dabei notwendige Erhitzen unbekannte Ver- 
inderungen am Himin bzw. dem sich wahrscheinlich bildenden 
Himatin eintreten, die iiberdies bei verschiedenen Himinarten 
verschieden stark sein kénnen. Da also ein in Alkali gelistes 
Himin besser definiert erscheint, wurde der Katalysator allgemein 
in dieser Form angewandt, obwohl gelegentlich an einem Phosphat- 
himin gréBere katalatische Wirksamkeit festgestellt werden konnte. 

Der Zeitumsatz wurde in der Regel bei den p,,-Stufen 6,0, 
4,0, 8,1 und 9,3, die durch m/50-Phosphat eingestellt wurden, 





’) Euler, H. Nilsson u. Runehjelm, a. a. O. 
*) Biochem. Z. 204, 322 (1929). 
. *) Kuhn u. Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 60, 1151 (1927); vgl. Hin- 
Weise dortselbst. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie, CLXXXIX. 9 
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gemessen; das saurere Gebiet war wegen der Gefahr des Aus- 
flockens unbrauchbar, das alkalischere Gebiet schien nicht ge- 
eignet, weil hier schon die H,O,-Zersetzung ohne Himinzusatz 
merkliche Betriige erreichen kann. 

Aus Tab, 1 geht hervor, daB schon bei einem p,, von 9,3 
sich eine Abnahme des H,O,-Titers bemerkbar macht. Sie ist 
nicht betrichtlich und ist in den Berechnungen der Reaktions- 
konstante bei diesem p,, vernachlissigt. Bei p,, 11, ferner bei 
p,, 11,7 wurden Blindwerte fiir 4 gefunden, die bei betrachtlicher 
GréBe einen starken und schlecht produzierbaren Abfall mit der 
Zeit aufweisen, wie ein Beispiel in Tab. 2 zeigen moge. In 
n/10-NaOH zeigten die Blindwerte fir & in Ubereinstimmung 
mit den Befunden Phragméns}) eine steigende Tendenz (Tab. 3). 
Zweifellos sind diese Verhaltnisse auf metallische Verunreinigungen 
der Reaktionsfliissigkeit zuriickzufiihren, denn mit n/1000-KCN 
lieB sich eine fast vollkommene Hemmung der Hydroperoxyd- 
Zersetzung erreichen (Tab. 4). Es schien aber im Rahmen dieser 
Untersuchungen nicht lohnend, die absolute Ausschaltung dieser 


Fehlerquelle anzustreben. 

















Tabelle 1. 
Minuten eem n/50-KMnO, 
0 9,95 
60 9,90 
120 9,85 
240 9,78 





Abnahme des H,O,-Titers bei p,;,; 9,3. m/50-Phosphatpuffer. 


Tabelle 2. 
m/50-(NaOH + Na,HPO,), n/50-KMnQ,. 











‘ Pu 11,0 Pu 11 | 
Minuten $2 ebalp aneesninie elaine iiictones 

ecm KMnQ, k- 104 ecm KMnO, k +10 

0 3,90 3,90 | 

f " | 60 , | 92 
3 3,74 3,66 | on 
15 3,62 | aa 3,22 | . ‘ 
150 2,80 ‘yé 1,62 | ato 





Abnahme des H,0O,-Titers. 


'} Meddelanden fr. K. Vetensk. Nobelinst. 5, Nr. 22 (1919). 
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Tabelle 3. 





















































Minuten |eem KMnO,] &- 104 Minuten |ccm KMnO,| 4-10 
0 3,80 . 0 4,86 , 
20 3,46 -~" 10 4,62 
50 2.90 = 60 3,30 - 
100 ° 2,14 a 100 2.48 31 
150 1,48 2,0 
Abnahme des H,O,-Titers in n/10-NaOQH. n/50-KMn0Q,. 
Tabelle 4. 
" Pu 11,7 n/10-NaOQH 
Minuten _— inn alain 
ecm KMn0O, ecm KMnO, 
0 4,86 4,86 
20 4,84 4,86 
50 4,82 4,86 
100 4,80 4,84 
150 4,78 4,84 








Abnahme des H,0,-Titers bei Anwesenheit von m/1000-KCN. 


Bei allen Versuchen kam der Haminkatalysator in einer Konzentration 
von m-+2-10~® in Anwendung (etwa 1,3 mg pro 100 cem Reaktions- 
gemisch), Er wurde in 10 Molen n/5-NaOH gelést, welche unter Umschiitteln 
auf n/500 verdiinnt wurde; in diesem Zustand wurde er alsbald in die 
Pufferlésung einpipettiert. Die so bereitete Katalysatorlésung wurde in 
Eis vorgekithlt und mit ebenfalls vorgekihltem n/10-H,O,, das durchweg 
durch Verdiinnen auf n/100 in dieser Konzentration in Reaktion gebracht 
wurde, versetzt. Der Titer des H,O,, der durch Verdiinnen von n/10 auf 
das zehnfache Volumen in 2 Leerversuchen bestimmt wurde, wich von dem 
mit genau gestellter Permanganatlésung bestimmten Wert n/100 in der 
tegel héchstens um + oder — 0,5°/, ab. Diese Feststellung ist notwendig, 
weil bekanntlich bei Anderungen der H,O,-Konzentration der Katalysator 
verschieden rasch zerstért werden kann. Die Reaktionsgefi8e wurden 
wihrend der Dauer der Reaktion in ein Eisbad gestellt; zu jeder Titration, 
die gegen n/50-KMnQ, erfolgte, wurden 10 oder 20 cem entnommen und in 
dasselbe Volumen 4 n-H,SO, einpipettiert. 

Die Berechnung der Reaktionskonstanten 4 erfolgte in allen 


Kallen nicht vom Zeit-Nullpunkt bis zum jeweiligen Titrations- 
Zeitpunkt, sondern iiber ein Zeitintervall zwischen 2 Titrationen 
liir dessen arithmetisches Mittel. NaturgemiB fallen bei dieser 
Berechnungsweise die Versuchsfehler mehr ins Gewicht, jedoch 
wirden die manchmal sehr rasch abfallenden k-Werte durch 
erstere Berechnungsart stirker beeintrichtigt als durch gelegent- 
liche Schwankungen, wie sie durch Versuchsfehler hervorgerufen 
g* 
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werden, Die hauptsachliche Ursache dieser Fehler ist die Un- 
schirfe des Umschlages bei der Titration infolge eines nach- 
triglichen Permanganatverbrauches durch den Katalysator. Der 
Kigenverbrauch an Permanganat des Katalysators wurde unter 
den gleichen Bedingungen, wie sie bei der Titration vorliegen, 
bestimmt. Es wurde also angesiuerte Haminlésung in angesiuerte 
gemessene H, O,-Lésung einpipettiert und der Permanganatverbrauch 
mit dem derselben H,O,-Menge ohne Himin verglichen. Die 
Korrektionswerte sind jeweils bei den Tabellen angegeben. Sie 
betragen im allgemeinen fiir 20 ccm 2-10~%m Katalysator- 
lésung 0,3 com. Die Korrektur ist namentlich bei der Abschitzung 
der Aktivitaét zu Beginn der Reaktion von Belang, weil der 
Permanganatverbrauch zur Zeit 0 nicht in derselben Reaktions- 
mischung bestimmt werden kann. Bei Himinen, die von Wasserstoff- 
superoxyd sehr rasch zerstért werden, ist jedenfalls der Korrektions- 
wert in Wirklichkeit nicht konstant. Da sich aber nicht feststellen 
liBt, inwieweit die Zersetzungsprodukte des Katalysators noch 
Permanganat verbrauchen und iibrigens die Abweichungen der 
Korrektur die Ablesefehler bei der Titration nicht sehr betrachtlich 
iiberschreiten kénnen, wurde sie auch in diesen Fallen als kon- 
stant angenommen. Aus diesen Uberlegungen geht hervor, dab 
man von den berechneten #-Werten keine allzu groBe Genauigkeit 
erwarten darf, was auch aus den Abweichungen, wie sie in den 
Tabellen auftreten, hervorgeht; immerhin reicht die Genauigkeit 
aus, um von einem Hamin bei verschiedenen p,-Stufen ein 
typisches Bild seiner katalatischen Wirksamkeit zu bekommen, 
zumal wenn man die Zeitumsatzkurven zur Betrachtung mit 


heranzieht. 
Versuche. 
Himin. 

Zum folgenden Versuch wurde Schalfejeff-Himin verwendet, welches 
einmal aus Pyridin-Chloroform und NaCl-HCl-haltigem Kisessig umkrystalli- 
siert wurde. Das Priparat wurde nach dem Abfiltrieren mit Eisessig, Wasser, 
Eisessig und Ather gewaschen und bei gewébnlicher Temperatur konstant 
getrocknet (Priiparat I). 16,25mg Hiimin wurden in 1,25 cem '/, n-NaOH 
gelist, die Auflésung auf 100 ecm aufgefiillt und davon je 20 ccm im 250 ccm- 
MeBkolben, die 25 cem m/5-Phosphatpuffer enthielten, einpipettiert. Dazu 
25 ecm n/10-H,O,. Konzentration des Katalysators m-2-10~°, des H,O,-n/100, 
des Puffers m/50. Das Resultat des Versuchs ist in Tab. 5 zusammengestellt. 


Die Werte fiir com KMnO, in simtlichen Tabellen sind 
die abgelesenen. Zur Berechnung von & nach der Formel 


K\ he han are 
k = log (com KMnOdn ._1__ far die Zeit AS wurde jeweils 





(cem KMnO,),, %& — 4 
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der Permanganatverbrauch des Katalysators von den abgelesenen 
Werten abgezogen. Der Wert bei der Zeit 0 ist der im Leer- 
versuch ohne Hamin bestimmte Titer des H,0O,. 























Tabelle 5. 
Pu 6,0 Pu 7,0 Pu 8,1 Pu 9,3 
Min. ccm k- 108 ecm | k- 108 cem | 7. 408 cem | 7. 106 
KMn0, KMn0, | “ KMn0, | “ KMnO, 
SO oe > 
0 | 10,02 10,02 10,02 10,02 
25{ 10,26 | 1% | i010 | 87 | 998 | 5%9 | i008 | 428 
0 9.94 811] goo | 23,4 99g | 1865} gs | 151 
é Te . ’ - v; ae 
co f oma | 7” | ase | PPT ase | 9] oon | 
o ft ove | ™ | aos | ** | ate | 4? | see | 
90 | 356 | 889) geo | M07] geg | 10807 gig | 288 
120 | 800 | 125) gig | &! | gos | 13 | zee | Sf 
iso | 702 | %89]) e650 | 498] goo | 88 | 698 | — 
oo | 612 | 2%* | 596 | &98] 570 | P45] 64g | 8 











Korrektur fiir den Permanganatverbrauch des Katalysators 0,3 cem 
(20 cem Entnahme). 


Ein Teil des Himins wurde ein zweites Mal auf die oben 
beschriebene Weise umkrystallisiert und unter gleichen Be- 
dingungen zur H,O,-Lésung zugesetzt (Priparat II). 


Tabelle 6. 



































. Pu 6,0 Py 7,0 Pu 8,1 Pu 9,3 
MID. | 

0 | 10,06 10,06 10,06 10,06 

251 10,32 | %° | 1016 | 348 | 1006 | 528 | 10,10 | 45° 
20 | 1000 | &° | go | 2% | 935 | 1875] gg | 1455 
0 | o¢o | 95] geo | 1805) ace | 1815] gg | 1X0 
6o | 920 | 95° 7 gig | 128 | gos | 1225] gog | 10,15 
0 | oe | “ET tee | PPT nen | PO] ose | OF 
120 | «80 | 9 1 gap | S51 aig | 19° | aay | 1:9 
180 | 714 | 9°97 gsg | 8831 gag | 8° | 7.05 | 706 
0 | 615 (290 | oro | 598] sea] 278] g5¢ | 545 


Korrektur wie oben Tab. 5. 


Die Aktivitit hat also offenbar, soweit es die Versuchs- 
methodik zu entscheiden gestattet, durch das Umkrystallisieren 
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keine Veriinderung erfahren; es wurden die Mittelwerte aus den 
in beiden Tabellen angefiihrten 4-Werten berechnet und in 
folgender graphischer Darstellung (Fig. 1) aufgezeichnet. Be- 
achtenswert ist die Konstanz der Aktivitiit bei p, 6, die unter 
den im folgenden beschriebenen Himinen vereinzelt dasteht. 
Weiterhin wurde aus beiden Priparaten Himatin hergestellt 
und auf die katalatische Wirkungsweise gepriift. Es wurden je- 
weils 16,25 mg Haémin in 4 ccm n/5-NaOH gelést, die Lésung ver- 
diinnt und das Hamatin mit der berechneten Menge 1°/,iger Essig- 
siure ausgefillt. Die Reagenzien waren in Kis vorgekiihlt. 





—— 2 























60 
~ tagaa —ETE Py Wy 4 
* 70/93 
[ : 
180 240 








mn 
Fig. 1. Zeitkurven der k-Werte fiir Alkali-Himin bei verschiedenem Pyy. 


Hierauf wurde rasch abzentrifugiert und die Flissigkeit zum 
Auffangen etwa noch suspendierter Himatinteilchen durch ein 
Wattefilter filtriert. Die ganze Operation wurde noch einma! 
wiederholt; der Himatinschlamm wurde noch zweimal mit eis- 
kaltem Wasser auf der Zentrifuge gewaschen. Bei der Wieder- 
holung des Waschens setzte sich der Hamatinschlamm, walir- 
scheinlich infolge der Elektrolytfreiheit der Flissigkeit, nicht mehr 
ganz klar ab. Die Fliissigkeit wurde in diesem Falle nach dem A)- 
gieBen mit etwas Kochsalz versetzt und gesondert filtriert. Die Filter- 
riickstiinde wurden sorgfaltig ausgewaschen und zusammen mit dem 
Zentrifugat in 1,25 ccm n/5-NaOH gelost, die alsbald auf 100 ccm 
verdiinnt wurde. Ansiitze wie beim Alkalihimin beschrieben. 
In der folgenden Tab. 7 sind die Abnahmen des Permanganat- 
verbrauches fiir den Fall des Himatins und Alkalihimins als 
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Katalysator miteinander verglichen. Die Abweichungen sind 
nicht wesentlich. Durch Zufiigen der bei der Himatinbereitung 
entzogenen Cl-Menge in Form von m/500000-HCl wurde keine 
Anderung der Hamatinwerte erreicht. Die etwas geringere 
Aktivitat des Haimatins, wie sie sich aus der Tabelle ablesen 
liBt, diirfte also ihre Ursache nicht im Chlorentzug haben, sondern 
in einer Schadigung des Katalysators bei seiner Zubereitung, die 
immerhin 15—20 Minuten dauert, bei der auch médglicherweise 
Substanz durch kolloide Lésung verlorengeht. 


Tabelle 7. 


Vergleich der erreichten Umsitze mit Alkalihimin, Hiimatin und 
Himatin + HCl als Katalysator. 




















Pr 6,0 Pu 7,0 

Minuten | 20 | 60 | 120 | 240 | 20 | 60 | 120 | 240 
ae Ni ! Se ee 
‘ { Alkalihimin 0,36 | 1,16 | 2,26 4,11 | 1,06 | 2,22 | 3,16 | 4,24 
3 2 5) Himatin 0,34 1,12 | 2,20 4,06 | 1,06 2,18 | 3,10 | 4,16 
45 | Hiimatin + HCI} 0,34 | 1,10 | 2,20 4,08 | 1,08 | 2,20 | 3,10 4,14 

> Ba | | | 
='2 Alkalihimin 0,38 | 1,24 | 2,32 4,20 | 1,10 | 2,28 | 3,19 | 4,36 
5“? Himatin 0,34 | 1,14 | 2,20 4,08 | 1,06 | 2,24 | 3,10 4,20 
i‘ Himatin + HCl} 0,34 | 1,14 | 2,22 4,12 | 1,06 | 2,20 | 3,12 | 4,22 








Pu 8,1 Pu 9,3 





-—— ~. 
Minuten 20 | 60 = 120 | 240 20 | 60 | 120 | 240 











| | | 
P Alkalihimin 1,01 2,18 | 8,20 | 4,54 | 0,82 | 1,68 | 2,62 | 3,80 
23m Himatin 0,98 | 2,14 | 3,12 | 4,44 | 0,80 | 1,64 | 2,58 | 3,75 
3% Himatin + HCl] 0,98 2,12 | 3,16 | 4,46 | | | 
2% Alkalihimin 1,04 2,22 | 3,28 | 4,62 | 0,82 | 1,70 | 2,66 | 3,84 
a = Hamat 0,98 | 2,18 | 3,14 | 4,45 | 0,80 | 1,65 | 2,62 | 3,78 
> Himatin + HCl] 0,98 2,20 | 3,16 | 4,47 | | 


Abnahme des Permanganatverbrauchs in cem. Die Abnahmen sind aus 
den korrigierten Werten des KMnO,-Verbrauches errechnet. 


Es sei hier ein Versuch angefiihrt, der mit Phosphathimin 
vorgenommen wurde. 26 mg Himin wurden durch Stehenlassen 
in 20 com m/5-sek. Phosphat tiber Nacht nahezu in Lésung ge- 
bracht; nach etwa viertelstiindigem Erwarmen auf 70° war alles 
gelést. Es wurde auf 50 ccm aufgefiillt und davon 6,25 ccm 
pro 250 ccm Versuchsansatz entnommen. Die Zugabe des iibrigen 
Phosphates wurde so bemessen, daB die in den vorigen Versuchen 
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eingehaltenen p,,-Stufen erreicht wurden; zu diesem Zweck wurde 
zu der verdiinnten Katalysatorlésung nachtraglich die zur Be- 
reitung des ,,Alkalihimins“ notwendige Menge Alkali zugesetzt. 

Bei dem Versuch ergab sich, daB der Aktivitatstypus des 
Phosphathimins betrichtlich verschieden ist von dem des Alkali- 
himins bzw. Hiimatins (vgl. Tab. 8 u. 5 oder 6). Offenbar liegt das 
katalytisch wirksame Eisen in diesem Falle in anderer Bindungs- 
weise vor. Schon rein duBerlich unterscheiden sich Lésungen von 
Phosphat- und Alkalihimin durch einen gelblichbraunen bzw. rit- 
lichbraunen Farbton.!) Nach Kuhn und Brann?) ist in den frisch 
bereiteten Phosphathimin-Priparaten noch Chlor gebunden, der 
Unterschied in der katalatischen Wirksamkeit wire also demnach 
auf einen Unterschied im Chlorgehalt zwischen Phosphathimin 
und Alkalihimin zurickzufihren. 


Tabelle 8. 


























Pr 6,0 Pu 7,0 Pu 8,1 Pr 9,3 

Min. [ccm | ~ ecm | cm |... | com |, 
KMn0,| ** 1 |xmno,| **!° |KMno,| **2% | KMno, | “> 10 

o]| 996 | | 996 | 9,96 9,96 
20 | 9,50 | 152 | geo | 844 | oraz | 3%? | one 
40 | 8,08 oe 7,76 | ac 7,82 | a 8,34 sig 
60 | 7,94 | 2% mei lane | 7,18 | 1% 
90 | 696 | 1%85 1 gig | 1%45 1 ggg | 15 F aig | 13:8 
120 | 6,12 | a 5,60 ae 5,70 oon 6,60 a. 
180 | 4,66 | 7 462 | i 4,96 5,92 





Korrektur fiir den Katalysator 0,3 ccm. 


Die EKinwirkung von KCN, die von Kuhn schon in einigen 
Versuchen fiir Phosphathimin studiert worden ist, wurde nun 
auch am Alkalihimin verfolgt, wobei ganz merkwiirdige Ver- 
hiltnisse zutage traten. In den Fillen, wo das Hiamatin bei 
Gegenwart von H,O, als Cyanhaimatin in Lésung vorliegt, was 
spektroskopisch durch Auftreten eines verwaschenen Absorptions- 
bandes im Griin kenntlich ist und was sich auBerlich durch einen 
ziegelroten Farbton der Liésung erkennen l&iBt, war stets eine 
kriftige Blausiurehemmung zu verzeichnen. Diese Verhiltnisse 
treffen fiir die p,,-Stufen 7,0, 8,1 und 9,3 bei Anwesenheit vou 


1) Im Absorptionsspektrum unterscheidet sich die Phosphathaiminlésung 
von der des Alkalihimins durch eine weniger ausgeprigte Rotabsorption 
(etwa 616), wihrend sich eine Absorption iiber das ganze Violett erstreckt. 

2) Diese Z. 168, 27 (1929). 
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m/100-KCN zu. Bei einem p,, 6,0 schliigt aber nach Zusatz 
von H,O, der anfangs vorhandene ziegelrote Farbton des Cyan- 
himins alsbald nach griinbraun um, wobei eine erhebliche Steigerung 
der Aktivitaét zu beobachten ist. Wird KCN in einer Konzentration 
von m/1000 verwendet, so kommt es bei den p,,-Stufen 6,0 und 7,0 
nicht oder nur teilweise zur Bildung des Cyanhimatins (kein 
typisches Spektrum, kein Farbumschlag mit H,O,, mibige Hemmung). 
Bei p,, 8,1 und 9,3 liegt jedoch Cyanhimatin vor, das von H,O, 
unter Farbumschlag erkennbar veriindert wird und in diesem 
Falle ist eine kriftige anfingliche Beschleunigung der H,O,-Zer- 
setzung zu beobachten. Eine Erklirung fiir dieses Verhalten, 
das bisher bei Metallkatalysen nicht beobachtet wurde, und das 
sich in &hnlicher Weise auch bei Meso- und Deuterohiimin zu 
erkennen gibt, ist vorliufig nicht zu geben. Offenbar liegt das 
Kisen, solange das H,O, auf das Cyanhimatin sichtlich einwirkt 
und dadurch eine gesteigerte Aktivitit hervorruft, in einer un- 
bestiindigen Bindungsart vor, die einen strengen Vergleich mit 
den Verhialtnissen, wie sie bei KCN-freien Versuchen herrschen, 
nicht zulaBt (vgl. Tab. 9). 


Tabelle 9. 





























Pu 6,0 Pu 7,0 
Min. Kein | m/1000- | m/100- Kein m/1000- | m/100- 
KCN | KCN | KCN KCN KCN | KCN 
10 19 | 665 | 222 24,2 245 | 12,5 
30 915 | 72 | 12,1 17,05 15,7 | 1,95 
50 9,55 | 80 | 8,83 12,8 10,75 | 5,12 
75 9,40 | 80 | — 9,95 85 — 
105 646 9,70 «| (7,5 6,40 8,55 865 | 34 
PH 8,1 Pu 9,3 
- Kein m/1000- | m/100- Kein | m/1000- | m/100- 
KCN KCN | KON KCN KCN KCN 
10 23,0 49,8 | 11,1 18,4 412 | 18,2 
30 16,15 15,9 | 5,05 11,10 9,7 | 68 
50 12,25 845 | 4,05 10,15 3,2 | 2,56 
75 11,15 3,7 | 9,27 oa 
105 10,0 03 | 2,80 7,95 0,2 2,33 





Vergleich der Reaktionskonstanten (/;- 10‘) fiir Hiimin 
KCN-Zusatz. 








mit und ohne 
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tration 10 ccm. 
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Tabelle 10. 


i. 
Entnahme zur T'j- 


Umsitze und Reaktionskonstanten fiir Alkali-Mesohimin. 


Mesohimin. — 13,1 mg Mesohimin wurden in 1 ccm !/,-NaQH 
gelést, die Auflésung auf 100 ccm verdiinnt und davon 10 ccm 
in 100 ccm Reaktionsmischung eingefiihrt. 
Die Anderungen des Permanganatverbrauches 
und die Werte fir % sind in folgender Tabelle zusammengestellt, 
die auch die Ergebnisse eines Parallelversuches enthilt. 
folge der Zerstérung des Katalysators, die sich namentlich im 
alkalischen Gebiet durch rasches Ausbleichen zu erkennen gibt, 
kommt die katalatische Reaktion nach kiirzerer oder langerer 
Zeit zum Stillstand (vgl. Tab. 10). 


In- 



































Pu 6,0 Pu 7,0 
a ee ae [ee és 
ccm KMnO, k +104 ecm KMn0O, | k+ 108 
= = —_ a —estmeen 
0 | 5,02 | 4,98 | 5,02 | 4,98 | aie ~~ 
3 | 5,02 | 5,00 or | 306 | 430 | 4,26 | en ssl 
6 | 4,96 | 496 | 25° | 120 | 46 | 401 | 14° pe 
10 | 4,93 | 4,92 | %% | 90 | 422 | 4,18 | _ oe 
20 | 487] 4e7 | SF | 4? | ate | ais | Oe | 
eo | 4,74 | 4,74 | 9 | 59 | ais] 410 | BY] 1 
90 | 4.66 | 4,66 el | wil 415 | 410 | ~ | 
120 4,63 | 4,63 a | | 
Pr 8,1 Pu 9,3 
Min a nd “ 
cem KMnQ, | k-10* cem KMnQ, | k + 104 
o | 502 | 4,98. . r | 5,02 | 4,98 | ee. i 
| : 4 
3 | 396 | 3s6 ) 989 | #18 | 376 | 3,70 ons e 
6 | 3,88 | 3,80 ” 43,6 | 338 | 3,84 | = 188 
10 | 3,88 | 3,80 3,20 | 3,17 | 7 ye 
20 | 3,19 | 3,15 | 2 
60 | | 3,19 | 3,15 | 











Korrektur fiir den Permanganatverbrauch des Katalysators 0,12 cc. 


Wird Mesohiimin als Phosphathimin in die Reaktion g:- 
bracht, so ist ebenfalls eine deutliche H,O,-Zersetzung zu kon- 
statieren, wenn auch nicht der Gesamtumsatz erzielt wird, wi 
er durch Alkali-Mesohimin erreichbar ist. 





(10 cem Entnahme). 


13,1 mg Mesohiimin 





gek 
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wurden unter O6fterem Umschiitteln in 10 ccm sek. Phosphat 
12 Stunden stehengelassen, das nach dieser Zeit noch Ungeléste 
wurde durch 10 Minuten langes Erwirmen auf 70° in Lésung 
gebracht (vgl. Tab. 11). 
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Fig. 2. Zeitumsatzkurven der katalatischen Wirkung des Mesoh&mius bei verschiedenem Pay’ 


Tabelle 11. 























Pu 6,0 Pu 8,1 
Minuten ren ea ; i 
ecm KMnO, k- 104 eem KMnO, k-10' 
5,00 5,00 ; 
3 5,02 29,8 -— | = 
6 4,96 18,0 418 — 
10 4,92 ” 4,14 — 
20 4,88 = 4,08 en 
60 4,78 nll 4,00 as 
90 4,72 | — 4,00 - 





Umsiitze und Reaktionskonstanten fiir Phosphat-Mesohimin. 


Kine Probe des Phosphat—Mesohimins wurde 15 Minuten 
gekocht; der mit diesem Priparat erreichte Grenzwert der 
H,0,-Zersetzung fiir p,, 8,1 nahert sich dem mit Alkali—Meso- 
himin erreichten. | 

In allen untersuchten Fillen hat sich in Ubereinstimmung 
mit dem Befund von H. vy. Euler, H. Nilsson und D. Runeh- 
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jelm?) das Mesohimin als katalatisch aktiv erwiesen. Der ent- 
gegengesetzte Befund von Kuhn und Brann?) bezieht sich auf 
die sogenannte #-Aktivitat und gilt fiir Reaktionszeiten, in denen 
der Katalysator bereits zerstért ist. 

Obwohl durch Versuche festgestellt war, daB das alkalische 
Grebiet sich zur Charakterisierung der Aktivitit eines Himins 
infolge der Selbstzersetzung von H,O, nicht gut eignet, wurde 
das Verhalten von Mesohimin gegen Wasserstoff-Superoxyd in 
n/10-NaOH geprift. Die Zersetzung ist bei Anwendung der iib- 
lichen Katalysatorkonzentration von m-2-10~® eine auBerordentlich 
stiirmische, so daB nach 3 Minuten praktisch alles Wasserstoff- 
Superoxyd zersetzt ist. Bei Anwendung einer um eine Zehner- 
potenz geringere Konzentration ist die Aktivitit immer noch sehr 
eroB im Verhiltnis zu den in sauren Gebieten gemessenen 
Wirksamkeiten (vgl. Tab. 12). 




















Tabelle 12. 
Katalasewirkung yon Alkali-Mesohimin in n/10-NaQH. 
Katalysator 2-10~° molar} Katalysator 2-107’ molar 
Minuten 

ecm KMn0O, ecm KMnO, 
0 => 2A 5,35 _ 5,35 - 
3 0,30 2,30 
6 0,30 2,08 
10 _ 2,01 
20 sta 1,94 
60 _ 1,70 








Sehr eigenartig ist auch bei Mesohimin wiederum das Ver- 
halten der Katalaseaktivitit bei Gegenwart von KCN. Ist KON 
in m/1000-Konzentration vorhanden, so indert sich, abgesehen 
vom erreichbaren Gesamtumsatz am Charakter der Umsatzkurven 
im Vergleich zu den KCN-freien Versuchen nichts Wesentliches. 
Ist KCN m/100-Konzentration vorhanden, so ist die Hemmung 
der bei den p,,-Stufen 7, 8, 9 sehr groBen Anfangsaktivitat selir 
stark; der Abfall der A-Werte ist aber ein relativ langsamer, 50 
daB z.B. bei p, 7,0 nach einem geniigend langen Zeitraum 1” 
den Ansaitzen mit m/100-KCN mehr H,O, zersetzt ist als in den 
KCN-freien Ansiitzen. Bei p,, 6 ist bei Anwesenheit yor 


1) Svensk kem. Tidskr. 1929, Nr. 4, S. 89. 
®) Ber. chem. Ges. 59, 2382 (1926). 
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m/100-KCN eine deutliche Anfangsbeschleunigung der Hydro- 
peroxydzersetzung festzustellen, die mit einem Verschwinden des 
Cyanhamatinspektrums parallel geht, doch bleicht bei diesem p,, 
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Fig. 3. Einwirkung von KCN auf die Katalase- 
wirkung von Mesohimin (Zeitumsatzkurven) bei 
Py 110, 
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Fig. 4. Einwirkung von KCN auf die Katalase- 
wirkung von Mesohimin (Zeitumsatzkurven) bei 


Pry 6,0. 


die Lésung, die bald nach H,O,-Zusatz eine griinliche Farbe 
annimmt, sehr rasch aus. Wie beim Himin macht sich auch 
bei Mesohimin die Unbestindigkeit der Cyanhimatinform durch 
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Fig. 5. Kinwirkung von KCN auf die Katalasewirkung von Mesohimin (Zeitumsatzkurven) 


ilsbaldigen Farbenumschlag nach Zusatz von H,O, und durch 


rine deutliche Steigerung der katalatischen Wirksamkeit be- 
merkbar (vgl. Tab. 13 und Figg. 3, 4, 5). 
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Tabelle 13. 
m/100-KCN 
Min. Pu 6,0 Pu 7,0 Pu 9,3 
KMnO, k+ 104 KMnO, | &-10* KMnO, k-108 
0 5,00 4,98 ; | 498 | , 
3 4,76 pid 4,92 —— 500 48 
6 4,50 oP 4,78 = 4o2 | 740 
10 | 4,20 yoy 4,60 oe ma | 
20 3.84 “ye 4,30 “i 470 | 130 
40 3,69 i 8,86 — 4,54 | “ly 
60 3,66 ned 3.48 ie 444 | 33 
vi "078 non 12,5, 435 | 306 
120 3,63 2,98 Ng | 430 | bf 
180 — | 2,86 , 4,30 | = 
m/1000-KCN 
Min Pu 6,0 | Pu 7,0 | Px 9,3 
KMn0, | k-10¢ | KMnO,| &-10, | KMn0,| &-10' 
= = —- | sii 
0 500 | | 4,98 | ee 498 ( 
3 5,05 30,6 4,27 | 4,52 i 
os | | 6 
: 7 | 16,55 408 LT | 4'49 | 102, 
10 4,92 396 | 33° 402 | 8 
20 4,80 _ 3,90 | pall | 3,86 | 18,2 
40 4,62 ve 387 | br | 366 : 
60 4,54 via | ! 
90 4,48 al | | 
120 4,48 — | | 


Deuterohimin. — Das Deuterohimin verhalt sich in seiner 
katalatischen Eigenschaft dem Mesohamin durchaus ahnlich. Einige 
graduelle Unterschiede gehen aus den Tabellen hervor (vgl. Tab. 14. 

Auch aus Deuterohimin 
priiparat hergestellt und der damit erreichbare Gesamtznsatz fiir 
die p,,-Stufen 7,0, 8,1 und 9,3 gemessen. 


jeweils nicht von dem mit Alkalideuterohimin festgestellten, wi’ 
aus folgender Gegeniiberstellung hervorgeht (vgl. Tab. 15). 








‘ 


(10 ecm Entnahme). 


wurde ein 


Korrektur fiir den KMn0Q,-Verbrauch des Katalysators 0,12 ccm 


chlorfreies Himatin- 


Er unterscheidet sic) 
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Tabelle 14. 




















___ Pa 6,0 Pa 4,0 _ Pu 8,1 Pu 9,3 
Min. com 3. 198 cem k- 104 eem | k- 104 cem | 2. 198 
KMn0, | KMn0, | * KMn0, | * KMn0, * 
0 | 5,03 | sag | 208 1g | 508 5,03 
3 | 500 | ** 4,62 — Qe 410 | *40 875 | 438 
6 233 | 442 | 87 | go4 | 594 | gog | 201 
q ‘ T8.6 
10 | 482 | 426 | *hP | 35 | 759 | so6 | 108 
20 | 466 1° | 420 63 1 380 | > | 288 yi 
so | 456 | 9" | 4s 42 1 380 | — | 2,86 ov" 
40 | 448 — i 4igs | | 2,86 = 
rn ‘ | J,V0 
6o | 438 | | | 
Korrektur fiir den Katalysator 0,12 cem (10 eem Entnahme). 
Tabelle 15. 
™ Pu 7,0 Pu 8,1 Pu 9,3 
ccm ecm cem 
Alkalideuterohaémin . 0,85 1,23 2,17 
Deuterohimatin . . . . . 0,87 1,23 2,15 











Abnahme des Permanganatverbrauches nach 30 Min. (Berechncet aus den 
korrigierten Werten des KMnO,-Verbrauches.) 


Die Einwirkung von KCN ist prinzipiell dieselbe wie sie bei 
Mesohimin beobachtet wurde (vgl. Tab. 16). 
Tabelle 16. 























Py 7,0 Pr 9,3 
Minuten | ——_——__ ————_ 
ecm KMnO, k+ 10 ecm KMnQ, k +104 
0 4,98 - 4,98 _ 
3 4,92 | 4,98 ee 
— 10 4,70 4,84 
- 20 — «C«dtti(i 4,68 —_ 
nige 40 4,10 — a 6,9 
14). 60 3,83 =~ 4,40 
atin: 90 3,50 si 4,26 ~ 
, fiir 120 3,24 ge. 2 4,16 ” 
sich 180 2,90 — 
Dias Zusatz von m/100-KCN. 


Korrektur fiir den Katalysator 0,12 cem (10 ccm Entnahme). 
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Himatohimin. — Da Meso- und Deuteroporphyrin, dessen 
Himin sich jeweils durch starke anfingliche Aktivitat auszeichnet, 
sich von dem dem Himin zugrunde liegenden Protoporphyrin 
durch eine gréBere Basizitit unterscheiden, schien es méglich, 
durch Anwendung eines Hiimins, dessen zugrunde liegendes 
Porphyrin noch stiarker basisch ist, einen besonderen katalatischen 
Effekt zu erzielen; als solches schien das Himatinhimin geeignet. 
Himatoporphyrin hat bekanntlich eine hohe Basizitiit, die sich 
in der niedrigen Salzsiurezahl (etwa 0,1) kundgibt. Ein Nachteil 
des Hiimato-Kisenkomplexsalzes ist es, daB es nicht krystallisiert, 
immerhin schien zu einem orientierenden Versuch das amorphe 
Produkt geeignet. 13,4 mg Hiimatoporphyrin-Chlorhydrat wurde 
in méglichst wenig HCl-haltigem EHisessig gelést und mit einer 
Auflésung von Ferrum reductum in kochsalzhaltigem LEisessig 
versetzt unter Erwirmen, bis sich spektroskopisch kein Porphyrin 
mehr nachweisen lieB. Die Reaktionsmischung wurde mit Wasser 
verdiinnt und unter Kiihlung mit NaOH versetzt, bis keine weitere 
Ausfillung von Himato-Hisenkomplexsalz mehr beobachtet werden 
konnte. Dann wurde abzentrifugiert, mehrere Male mit destilliertem 
Wasser auf der Zentrifuge gewaschen und der Haimatohamin- 
schlamm in tblicher Weise quantitativ in 100 ccm n/500-Natron- 
lauge gelist (vgl. Tab. 17). 


Tabelle 17. 








Pu 6,0 Pu 7,0 Pr 8,1 Py 9,3 
Min. enim ee 
cem | 7. yo | ecm ee. ae) ee eer 
kno, | “*?° [Kmno,| **!° |KMno, | **!° |Kmno,| **1° 
4,98 | 4,98 | 4,98 | toe | 498 - 
| | ut 
pi ats 1 ham | la | OO lo | 
6 | 492 | %9 | 476 pa 474 | — | 456 | ~ 
10 — 5,14 | 4,72 sis a | wm 
20 | 484 |, 4,68 “h 4,72 | 4,54 
so | 476 | 9 | aes 29 | 472 | 4,54 
6o | 4,70 | 78 | 




















Korrektur fiir den Katalysator 0,10 cem (10 cem Entnahme). 


Offenbar ist die Hinfilligkeit des Himatohaimins gegen H,0, 
eine sehr groBe, was sich in verhiltnismaBig geringen Gesamt- 
umsitzen und in raschem Ausbleichen der Lésungen ausdriickt. 
Etwas auffallend ist die Tatsache, dab der Gesamtsumsatz au 
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H,O, im Gegensatz zu den vorher betrachteten Himinen bei p,, 7 
gréBer ist als bei p,, 8 (vgl. Fig. 6). 

Iso-Urohimin. — Durch Kuhn und Brann?) war fest- 
gestellt worden, daB Himin mit teilweiser Veresterung seine 
katalatische Fiahigkeit verliert. Am Beispiel des Mesohiimatin- 
esters, der ebenfalls auf seine katalatische Reaktionsfiihigkeit 
gepriift wurde, konnte das Resultat, daB die Veresterung die 
katalatische Reaktionsfahigkeit unterbindet, bestitigt werden. Es 
schien interessant, zu priifen, ob dagegen die Hiufung freier 
Carboxylgruppen in einem Hiamin einen steigernden EKinfluB auf 
die katalatische Wirksamkeit ausiiben kann. 

: Zu diesem Zweck wurde das Iso-Urohimin, das bekanntlich 
acht freie Carboxylgruppen triigt, untersucht. Nach den Vor- 


; schriften von H. Fischer, Heisel und Andersag wurde aus 
Iso-Uroporphyrinester ?) das Kisenkomplexsalz des freien Uro- 
' porphyrins dargestellt und umkrystallisi@rt. Merkwiirdigerweise 
A zeigt dieses Hiimin zwar eine gewisse anfingliche Aktivitit, die 
" aber alsbald erlischt, ohne da® sich jedoch durch Anderung des 
" Farbtones der Reaktionslésung eine Zerstérung des Katalysators 
_ erkennen lieBe, selbst nach 12 Stunden zeigten die Lésungen 
. keine Veriinderung bei unmerklicher H,O,-Zersetzung (vgl. Tab. 18). 


Tabelle 18. 
































Pu 98 Pr 6,2 Pu 7,0 Pu 8,3 
= Min. com — cem ecm ccm | 
, ». 104 | Bh. 104 . i, ; .104 
KMn0, | **!™ | xno, | ** © | Kono, | **!% | KMno,| “*!° 
, ~o | 5,00 | con | 200 | on 500 |... | 500 | ., 
5 | 4,82 a 4,80 en re me i 4,70 oe 
10 | 4,82 ~~ 4.78 i 4,72 - 4,62 " 
) 20 ~~ — 4,75 ~ 4,70 4,62 Pi 
a4 aya) ~ 0 84 
90 4,82 4,75 4,66 4,56 : 
120 4,66 4,54 
Korrektur fiir den Katalysator 0,15 ecm (10 cem KEntnahme). 
Koprohimin. — Ganz anders als das Urohimin verhilt 
sich ein verwandter carboxylreicher Vertreter unter den Hiiminen, 
das Koprohimin (III. Es wurde nach der Vorschrift von 
H. Fischer und Mitarbeitern*) aus Koproporphyrinester (III) als 
i, a 
a . Ber. chem. Ges. 59, 2370 (1926). 
wal *) Liebigs Ann. 457, 94; 458, 143 (1927). 
ckt. *) Fischer u. Andersag, Liebigs Ann. 450, 214 (1926); ferner Fischer, 
an Friederich, Lammatsch u. Morgenroth, Liebigs Ann. 466, 159 (1923). 
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Acetat dargestellt. Dieses wurde in iiblicher Weise mit Alkali 
in Lisung gebracht. Es ist auferordentlich unbestandig gegen 
H,O,, so da’ bei p, 9,3 nach 3 Minuten schon véllige Ent- 
firbung eingetreten ist. Im iibrigen erinnert der Typus seiner 
Zeit-Umsatzkurven sehr an Deutero- und Mesohimin. Die bei 
Pp, 8,1 und 9,3 beobachteten Anfangsaktivititen sind relativ gro 
(vgl. Tab. 19 und Fig. 7). 
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Wirkung des Himatohdmins, katalat. Wirkung des Koprohdmins. 
Tabelle 19. 
Pir 6,0 Pu 7,0 Pr 8,1 Pru 9,3 
Min. ecm. k- 108 cem | k- 104 ecm | a ecm bis ” 
KMn0O, KMnQ, | KMn0O, KMn0O, 
o | 492 | 4, 492 | 0. 4,92 : 4,92 m 
3 | 4,56 en > | 360 | 50 362 | 4° 
6 | 4,54 “1 440 | — | 3856 16,6 | see | — 
ct. 2s | 442 | — | 3,54 at _ 
20 4,50 3.54 3,62 
40 | 4,46 2,0 
Korrektur fiir den Katalysator 0,12 cem (10 cem Entnahme). 
Kupferkomplexsalze. — Von den Kupferkomplexsalzen 


der Porphyrine wurden Proto- und Mesoporphyrin-Kupferkomplex- 
salz untersucht. In keinem Falle konnte eine meBbare Aktivitit 
wahrgenommen werden; auch bei alkalischeren p,-Stufen wie 
p,, 11, 11,7 und in n/10-NaOH iiberstiegen die gefundenen 
k-Werte nicht die GréBe, wie sie schon in Blindversuchen ohne 
Porphyrinmetallsalze gemessen wurden. Ks scheint also, dab die 
Bindung des Kupfers an den Porphyrinkern diesem Metall keine 
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katalatische Fiahigkeit verleihen kann im Gegensatz zu anderen 
Cu—N-Bindungen, wie es z. B. am Komplex Cu (NH,), oder Cu 
(Pyridin) von Kuler und Jansson!) festgestellt wurde. 


Zusammenfassung. 


An jedem der untersuchten Himintypen konnte die Fihigkeit 
zur Hydroperoxydzersetzung wahrgenommen werden, die Hiimin- 
ester ausgenommen. Diese Abweichung kann ihre Ursache, wie 
schon von Kuhn diskutiert”), in der Unléslichkeit, bzw. in dem 
anderen Verteilungszustand des Katalysators haben. Unter den 
betrachteten Beispielen nimmt das natiirliche Hiinin insofern eine 
Ausnahmestellung ein, als ihm allein eine verhiltnismifig kon- 
stante Aktivitiit zukommt, bei auffallender Bestiindigkeit gegen 
Wasserstoiisuperoxyd. Kine typische KCN-Hemmung der mit 
»Alkalihiminen“ katalysierten Hydroperoxydzersetzung konnte 
im allgemeinen nur im alkalischen Gebiet (p,, > 8) und bei An- 
wendung eines groBen KCN-Uberschusses (m/100) beobachtet 
werden. Die Cu-Komplexsalze des Proto- und Mesoporphyrins 
erwiesen sich als katalytisch inaktiv. 


Herrn Geheimrat H. Fischer sei an dieser Stelle mein 
wirmster Dank ausgesprochen fiir die freundliche Uberlassung 
simtlicher zur Durchfihrung der Arbeit notwendigen Himin- 
bzw. Porphyrinpraparate. 





1) Mh. Chem. 53 u. 54, Wegscheiderfestschr. S. 1014—1022 (1929). 
*) Kuhn u. Brann, Ber. chem. Ges. 59, 2374 (1926). 
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Uber einige Versuche mit Scymnol. 


Von 


A. Windaus, W. Bergmann und G. Konig. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universititslaboratorium Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1930.) 


In der Galle der Knochenfische, der Végel und der Siuge- 
tiere kommt eine Gruppe komplizierter Saéuren vor, die bei der 
Verseifung in Glykokoll oder Taurin und in ,spezifische“ 
Gallensiituren zerfallen; diese letzteren sind Oxyderivate der 
Cholansiure C,,H,,O,, und zwar kommen neben einer Mono- 
oxycholansiiure verschiedene isomere Dioxy- und Trioxy- 
cholansiuren vor. Die Cholansiure steht in naher Beziehung 
zu den Sterinen; wenn man im Koprosterin die Hydroxylgruppe 
durch Wasserstoff und die Isobutylgruppe der Seitenkette durch 
‘arboxyl ersetzt, gelangt man zur Cholansiiure. Neuerdings haben 
Thannhauser?) und seine Mitarbeiter sehr wahrscheinlich ge- 
macht, daB das Koprosterin im Organismus des Hundes in Gallen- 
siiuren tiberzugehen vermag, daB also der chemischen Verwandt- 
schaft zwischen Sterinen und Gallensiiuren auch ein physiologischer 
Zusammenhang entspricht. 

Uberraschend ist es nun, daB in der Galle der Haifische 
eine Gallensiure vorkommt, die zwar vermutlich dieselben physio- 
logischen Funktionen zu erfiillen hat, wie die typischen Gallen- 
siuren der héheren Wirbeltiere, aber einen anderen chemischen 
Bau besitzt wie diese. Ks ist die von O. Hammarsten?) auf: 
gefundene Scymnolschwefelsiiure, die einen sauren Ester der 
Schwefelsiure und des Scymnols (@-Scymnols*) darstellt; sie 
hat die Formel (C,,H,,0,)O-SO,H und zerfallt bei der energischen 
Verseifung in Schwefelsiure und Scymnol C,,H,,0,. 


') Enderlen, Thannhauser u. Jenke, Arch. f. exper. Path. 150, 
308 (1928). 

*) Diese Z. 24, 323 (1898). 

*) Hammarsten hat das krystallisierte Seymnol a-Scymnol ge- 
nannt. Ob das aus den Mutterlaugen gewonnene amorphe £-Seymnol 
ein besonderes chemisches Individuum oder nur ein verunreinigtes o-Scym- 
nol darstel!t, 1iBt sich noch nicht entscheiden. 
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Der Haifisch gehért entwicklungsgeschichtlich zu einer der 
ultesten Wirbeltierklassen, zu den Selachiern. Vielleicht hat 
der Haifischorganismus noch nicht gelernt, Sterine zu Gallen- 
siiuren abzubauen und vielleicht hegt im Scymnol ein inter- 
essantes Zwischenprodukt vor auf dem Wege yom kKoprosterin 
zu der Cholsiure. 

Von diesen Gesichtspunkten ausgehend haben wir einige 
Versuche mit dem Scymnol durchgetiihrt, in der Hoffnung, seine 
nahe Verwandtschaft mit den Sterinen beweisen zu kénnen. 

Das Scymnol haben wir aus norwegischer Haifischgalle nach 
dem von Hammarsten angegebenen Verfahren dargestellt. Ob 
die von uns verarbeitete Haifischgalle von derselben Haifischart 
(Scymnus borealis) stammt, wie die von Hammarsten unter- 
suchte, vermégen wir nicht anzugeben. 

Jedenfalls entspricht aber das von uns isolierte Scymnol 
in fast allen seinen Eigenschaften den Angaben Hammarstens. 
Zwei kleine Abweichungen sind zu erwihnen; erstens, die von 
Hammarsten fir charakteristisch gehaltene Blaufiirbung mit 
konzentrierter Salzsiure nimmt beim Umkrystallisieren des Scym- 
nols immer mehr ab und wird augenscheinlich nicht vom Scymnol, 
sondern von einer geringfiigigen Beimischung desselben geliefert; 
zweitens, das Scymnol krystallisiert aus Wasser oder aus wasser- 
haltigen Lésungsmitteln mit Krystallwasser und besitzt dann den 
von Hammarsten angegebenen Schmelzpunkt um 100° Aus 
wasserfreien Lésungsmitteln krystallisiert es ohne Krystallwasser 
und schmilzt dann erst bei 187°. Fiir das wasserfreie Scymnol 
finden wir die von Hammarsten angegebene Formel C,,H,,0,; 
nicht ganz ausgeschlossen, aber weniger wahrscheinlich ist die 


Formel C,,H,,0O,. 


: Das Scymnol scheint ein gesittigter Stoff zu sein; es wird 
“ durch Schiitteln mit Palladiummohr und Wasserstoff nicht ver- 
e indert, es addiert kein Brom und ist auch indifferent gegen 
7 3enzopersiure und Kaliumpermanganat. Mit  iiberschiissigem 


Essigsiureanhydrid lefert es ein gut krystallisiertes Tetra- 
aucetylderivat; es enthilt also mindestens 4 Hydroxylgruppen. 
0, [ Dieses Tetra-acetyl-scymnol reagiert nicht mit Methylmagnesium- 
jodid, enthalt also keine Hydroxylgruppe mehr. Da das Scymnol 
gegen Hydroxylamin indifferent ist und auch durch energische 


* Behandlung mit Natrium und Alkohol nicht verindert wird, liegt 
m- das fiinfte Sauerstoffatom wahrscheinlich nicht in Form einer 


Ketogruppe vor; vermutlich ist es oxydartig gebunden. 
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Dieser oxydartig gebundene Sauerstoff bedingt wohl “auch 
die Fihigkeit des Scymnols, 1 Mol. Chlorwasserstoff locker zu 
addieren; das schén krystallisierte Hydrochlorid spaltet den 
Chlorwasserstoff sehr leicht mit Alkalien wieder ab. 

Uber die Natur der Alkoholgruppen des Scymnols unter- 
richtet uns die Oxydation mit Chromsiureanhydrid. Hierbei bildet 
sich aus dem Scymnol eine ‘Triketomonocarbonsiure C,,H,,0,; 
bei dieser Oxydation sind augenscheinlich drei sekundiire Alkohol- 
gruppen zu 3 Ketogruppen und eine primire Alkoholgruppe zu 
Carboxyl oxydiert worden, der Oxydsauerstoff ist unveriindert 





geblieben. CHOH CO 
CHOH CO 
C,,H,,; ) CHOH > C,H, 2 CO 
CH,OH COOH 
ae 0 





Aus den bisher gewonnenen Ergebnissen folgt, daB das Scym- 
nol sich von einem gesittigten Kohlenwasserstoff C,,H,, ableitet 
wie die typischen Sterine; wir haben uns bemiiht, diesen Kohlen- 
wasserstoff, das ,Scymnan“, darzustellen. Darch energisches 
Jehandeln des Scymnols mit Jodwasserstoffsiure und Reduktion 
des noch halogenhaltigen Rohproduktes mit Natrium und Alkohol 
ist es uns tatsichlich gelungen, einen Kohlenwasserstoff zu er- 
halten; er stellt aber ein Ol dar und erstarrt beim Abkiihlen 
glasig; vermutlich ist er nicht einheitlich; es ist nicht aus- 
geschlossen, daB beim Behandeln des Scymnols mit Jodwasser- 
stoffsiure bei 180° strukturchemische und stereochemische Um- 
lagerungen vor sich gehen, die zu nichttrennbaren Gemischen 
isomerer gesiittigter Kohlenwasserstofie fiihren. 

Ks ist uns daher bis jetzt nicht gelungen, ein Umlagerungs- 
produkt des Scymnols mit einem Cholesterinderivat einwandirei 
zu identifizieren und die vermutete Verwandtschaft mit voller 
Sicherheit zu beweisen. Wie uns Herr Professor Thannhauser 
mitteilt, geht iibrigens Scymnol im Organismus des Hundes nicht 


in Gallensiiuren iiber. 


Beschreibung der Versuche. 


Darstellung von Scymnol. 
Die griin gefirbte Haifischgalle wurde in einer Porzellan- 
schale bis zur Sirupkonsistenz eingedickt, der Riickstand mit 
Alkohol aufgenommen und filtriert. Auf dem Filter hinterblieben 
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auBer wenig ,Schleimstoffen“ groBe Mengen Kochsalz. Die 
alkoholische Lésung wurde eingedamptt, der Riickstand aus 1 kg 
Rohgalle wog im Durchschnitt 30—40 ¢. Zur Gewinnung des 
Scymnols wurde dieser Riickstand in der 10 fachen Menge 
10°/,iger Kalilauge gelést, die Lésung wurde auf dem Sandbade 
am RiickfluBkihler etwa 10 Stunden gekocht; dabei entwichen 
groBe Mengen von Ammoniak. Nach einigen Stunden schied sich 
das Scymnol als dickes Ol aus der Lisung ab. Die wibrige 
Lauge wurde von dem Ol abgegossen, dieses wiederholt mit 
warmen Wasser gewaschen und einige Male aus wiibrigem Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. 

Die Gesamtausbeute an reinem Scymnol aus 40 g .,schleim- 
freier“ Galle betrug etwa 8 g. 

Das so erhaltene Scymnol krystallisiert aus wiBrigem Methyl- 
alkohol in kleinen verfilzten Nadeln, die unscharf bei 99—101° 
schmelzen. Nach wiederholtem Umkrystallisieren aus waiBrigem 
Aceton steigt der Schmelzpunkt auf 115°. Das Scymnol ist 
leicht léslich in Alkohol, Aceton und Eisessig, schwerer in Ather, 
Chloroform und siedendem Wasser, unléslich in Petrolither. Das 
so gewonnene Scymnol enthilt, wie mehrere EKlementaranalysen 
beweisen, Krystallwasser. 

Um das Scymnol vom Krystallwasser zu befreien, wurde es 
wiederholt aus Kssigester umkrystallisiert. Das so erhaltene 
wasserfreie Scymnol krystallisiert in kleinen farblosen Blécken 
vom Schmelzp. 187°. Es laiBt sich auBer aus Essigester auch 
aus einem Gemisch von absolutem Alkohol und Ather umkrystalli- 
sieren; es ist leicht léslich in Alkohol, Aceton und Eisessig, 
schwer in Ather und Chloroform. Mit Digitonin gibt es keine 
schwer lésliche Additionsverbindung. Es wird weder beim Be- 
handeln mit Natrium und Alkohol noch beim Scbiitteln mit 
Platin- oder Palladiummohr und Wasserstoff hydriert; es addiert 


kein Brom. 
Analysen: 
it 5,07, 3,201, 3,405 mg Substanz gaben 13,32, 8,402, 8,956 mg CO,; 
4,74, 2,942, 3,137 mg H,0. 
C,H, 0, Ber. C 71,68 °/, H 10,60 °/, 
C,,H,.0; ~ ly TRO »» 10,22 
Gef. ,, 71,65, 71,59, 71,73°/,  ,, 10,46, 10,29, 10,31 %/, 


Tetraacetylscymnol. 


it Eine Lésung von 5 g Scymnol in 25 ccm trocknem Pyridin 
wurde 1 Stunde mit 11 ccm KEssigsiiureanhydrid zum Sieden er- 
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hitzt; nach dieser Zeit wurde die Lésung im Vakuum konzen- 
triert und der Riickstand, der bisweilen krystallin erstarrte, aus 
Methanol umkrystallisiert. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
wurde in einer Ausbeute von 5 g ein Acetylderivat erhalten, das 
in groBen Tafeln krystallisierte, bei 148° schmolz und_ bei 
0,005 mg Hg und 280° unzersetzt destillierte. 


Analysen : 

4,741, 3,099, 3,089 mg Substanz gaben 11,790, 7,706, 7,691 mg CO,; 
3,70, 2,421, 2,371 mg H,O. 

C,sH,,0, Ber. C 67,91 °/, H 8,80 %, 

Gef. ,, 67,77, 67,82, 67,90 °/, », 8,78, 8,74, 8,60 

Bei der Probe nach Zerewitinoff entwickelt das Tetra- 
acetyl-scymnol kein Methan, es enthilt also keine Hydroxylgruppe 
mehr. Bei der Titration gibt es die fiir ein Tetraacetylderivat 
zu erwartende Menge Essigsiiure. 

270,1 mg Substanz verbrauchten nach 12 stiindiger Verseifung 3,50 cem 
n/2-KOH, entsprechend 4,01 Acetylgruppen. 

Das bei der Verseifung zuriickgewonnene Material erwies 
sich als unveriindertes Scymnol. 


Darstellung des Scymnol-hydrochlorids vom Schmelzp. 196°. 
0,2 g wasserfreies Scymnol wurden in 10 ccm Aceton gelést, 


= 5 

in die Lésung wurde 12 Minuten lang ein kraftiger Strom von 
Chlorwasserstoff eingeleitet; dann wurde sie mit Bariumcarbonat 
neutralisiert, filtriert und bis zur beginnenden Triibung kon- 
zeutriert; hierbei schieden sich neben dligen Anteilen Krystalle 
ab, die nach dem Umkrystallisieren aus Methanol den Schmelz- 
punkt 196° zeigten. Das so erhaltene Scymnol-hydrochlorid 
krystallisiert in kleinen Nadeln, die sich in Alkohol und Aceton 
leicht, in Ather und Essigester schwer lisen. 


8,65 mg Substanz gaben 8,875 mg CO,, 3,26 mg H,O. 


3,925 mg ™ » 0,290 mg Cl. 

C,,H,,0,Cl Ber. C 66,54 °/) H 9,70°/, Cl 7,28 °', 

C.,H,,0,Cl » > C87 ., 10,11 yy 1526 
Gef. ,, 66,40 , 9,90 1» 1538 


Darstellung des Scymnol-hydrochlorids vom Schmelzp. 126°. 


1g Scymnol wurde in 10 ccm konzentrierter Salzsiure ge- 
list; die sich blau fiirbende Lésung wurde nach 10 Minuten in 
viel Wasser gegossen, das ausfallende Reaktionsprodukt abfiltriert 
und wiederholt aus Aceton umkrystallisiert. Ks wurden so schéne 
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lange Nadeln vom Schmelzp. 126° erhalten. Das krystallwasser- 
haltige Scymnol-hydrochlorid ist leicht léslich in Alkohol und 
Aceton, schwer in Ather und Kssigester. Durch wiederholtes 
Umkrystallisieren aus wasserfreien Lisungsmitteln liBt es sich 
in die bei 196° schmelzende Form iiberfiihren. 


4,93 mg Substanz gaben 11,6 mg CO,, 4,47 mg H,O. 


3,289 mg “ » 0,228 mg Cl. 

C.,H,,0,C01 Ber. C 63,92 °/, H 10,07 °/, Cl 7,00 °/, 

C.,H,,0;Cl ww «9 ORT « Sa » 1,08 
Gef. ,, 64,18 5» 10,07 5» 6,93 


Bei der Behandlung mit methylalkoholischer Kalilauge spaltet 
das Scymnol-hydrochlorid Salzsiure ab und liefert Scymnol zuriick. 


Darstellung der Saure C,,H..0,. 


10 g Scymnol werden in 10 g Eisessig gelést. In die Lisung 
liBt man unter lebhaftem Riihren langsam eine Lésung von 12,5 ¢ 
Chromsaureanhydrid in 100 ccm Kssigsiiure hinzutropfen. Die 
Oxydationsmischung bleibt noch 1 Stunde bei 50° stehen, dann 
reduziert man die iiberschiissige Chromsiiure durch Zusatz von 
schwefliger Siure und dampft die Liésung im Vakuum auf ein 
kleines Volum ein. Durch Zusatz von Wasser kann die ge- 
bildete Saiure ausgefaillt werden; sie wird dann aus Chloroform— 
Petrolather mehrmals umkrystallisiert und in schénen Nadel- 
biischeln vom Schmelzp. 236° erhalten. Sie ist leicht léslich in 
Chloroform und Aceton, schwerer lislich in Ather und Alkohol, 
fast unléslich in Wasser und Petrolither. 


4,996 mg Substanz gaben 12,91 mg CO,, 3,730 mg H,O. 
C,,H;,0, Ber. C 70,69 %/, H 8,56°/, 
Gef. ,, 70,48 », 8,36 
Als Aquivalentgewicht wurde durch Titration 477, 485 ge- 
funden, wahrend sich fir C,,H,,0O, 458 berechnet. 


Trioxim der Saure. 

0,35 g Siure, 0,3 g salzsaures Hydroxylamin und 0,8 g Atz- 
kali wurden in 50 ccm absolutem Alkohol gelést, die Loésung 
wurde 3 Stunden zum Sieden erhitzt, dann mit verdiinnter Hssig- 
siure schwach angesiiuert, im Vakuum auf ein kleines Volum 
eingedampft und mit Wasser versetzt. Der ausgeschiedene Nieder- 
schlag wurde nach dem Trocknen mehrmals aus Chloroform— 
Petrolither umkrystallisiert und in mikroskopischen Nadeln er- 
halten, die sich zwischen 240 und 250° zersetzten. 
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Analyse: 
3,008 mg Substanz gaben 0,214 ecm Stickstoff bei 22° und 754 mm. 
C.3H,,0,N, Ber. N 8,34 °/, Gef. N 8,17 °/, 


Uberfiihrung von Scymnol in einen éligen Kohlenwasserstoff. ') 
Je 1,5 ¢ Scymnol wurden mit 10 g Jodwasserstoffsiure 1,96, 
10 ccm Eisessig und 1 g rotem Phosphor 14 Stunden auf 180° 
erhitzt. Der Inhalt aus 3 Rohren wurde vereinigt, mit Wasser 
versetzt und das Gemisch mit Ather ausgeschiittelt; der mit 
Sodalésung gewaschene Atherauszug wurde eingedampft; der 
Riickstand enthielt noch Jod und wurde darum mit Natrium und 
Propylalkohol reduziert; er lieferte dann nach der Aufarbeitung 
ein halogenfreies Reaktionsprodukt, das zur Entfernung un- 
gesiittigter Bestandteile mit Essigsiiureanhydrid und konzentrierter 
Schwefelsiiure geschiittelt wurde. Das von Schwefelsiiure nicht 
angegriffene Material wurde dann im Hochvakuum destilliert und 
ging in der Hauptsache zwischen 175—200° als farbloses O! 
iiber, das bei —70° glasig erstarrte; es gelang uns nicht, das 
Ol in deutlich ausgebildeten Krystallen zu erhalten. Die Analyse 
zeigte indessen, daB es sich tatsiichlich um einen Kohlenwasser- 
stoff handelte, der nach seiner Herkunft vermutlich 27 C-Atome 
enthalten diirfte. Kine Identifizierung mit einem bekannten 
Kohlenwasserstoff der Cholestanreihe ist wegen der mangelnden 
Krystallisationsfihigkeit des ,Scymnans“ nicht méglich. 


Analyse: 
4,797 mg Substanz gaben 15,365 mg CO,, 5,37 mg H,0. 
Cw Hes Ber. C 87,48 °/, H 12,52 °/, 
C27 Hs » 97: 87,01 », 12,99 
Gef. ,, 87,36 » 12,58 


') Bevor die Reduktion mit Jodwasserstoff am Scymnol durehgefiihrt 
wurde, probierten wir die praktische Brauchbarkeit der Methode am Di- 
hydrocholesterin aus. 1g Dihydrocholesterin wurde mit 1g rotem 
Phosphor, 10 cem Eisessig und 12 g Jodwasserstoffsiure (1,96) 8 Stunden 


uuf 180° erhitzt. Das ausgeiitherte Reaktionsprodukt wurde 1 Stunde mit 


Natrium und Alkohol gekocht und dann in itherischer Lésung mit kon- 
zentrierter Schwefelsiiure und Essigsiiureanbydrid in der Kilte stehen ge- 
lassen. Nach Verdunsten des Athers schieden sich priichtige Krystalle ab. 
die als Cholestan identifiziert wurden. 
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Die Chinizarinsulfosiure (Rufiansaure) als Fallungsmittel. 
II. Mitteilung. 
Von 
Walther Zimmermann. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1930.) 


Vor kurzem habe ich iiber die Chinizarinsulfosiiure als ein 
bisher noch nicht angewandtes Fiallungsmittel berichtet, fiir das 
der Vulgirname Rufiansiure vorgeschlagen wurde. Ich beschrieb 
damals') eine Reihe Fillungen aus wiBriger Lisung, die definierte 
Verbindungen darstellen und aus denen mit Baryt die freie Base 
leicht gewonnen werden kann. So gibt die Rufiansiiure in Wasser 
schwer lésliche Salze mit einer Anzahl biologisch wichtiger Korper, 
wie z. B. Kreatinin, Histidin, Arginin, Putrescin, Tryptophan und 
vielen anderen. Andere Kérper dagegen liefern, wie auch schon 
kurz berichtet wurde, in Wasser leicht lésliche Salze, die aber in 
Alkohol schwer léslich sind und infolgedessen zu ihrer Isolierung 
benutzt werden kénnen. Diese Fillungen habe ich etwas niher 
untersucht. 

Die Rufiansiure ist in Alkohol betriichtlich (10 °/, und mehr) 
loslich. Fir die im folgenden beschriebenen Fillungen benutzte 
ich eine 4°/,ige Lésung der auf dem Wasserbade getrockneten 
Rufiansiure in absolutem Alkohol. Diese alkoholische Loésung 
ist intensiv rot gefarbt und zeigt eine sehr starke gelbe Fluorescenz. 
Mit ihr erhielt ich, zum T'eil aus verdiinntem, zum Teil aus abso- 
lutem Alkohol Rufianatniederschlige von Cholin, Neurin, Di- 
methvlamin, Trimethylamin, Trimethylaminoxyd, Glyko- 
koll, Sarkosin, @- und f-Alanin, y-Aminobuttersiure, 
d-Aminovaleriansaiure, Prolin und Oxyprolin, Tyramin, 
Glucosamin, Harnstoff und Colamin. Kein schwer lésliches 
Rufianat gaben bisher Asparaginsiure, Glutaminsiiure, Valin, 
Isoleucin, Nicotinsiure, Taurin, Indol und Skatol. 

Die meisten von den aus alkoholischer Lisung gewonnenen 
Rufianaten sind recht bestiindige Produkte, die sich sogar un- 


') I. Mitteilung. Diese Z. 188, 180 (1930). 
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zersetzt aus Wasser umkrystallisieren lassen. Ejinige dagegen 
dissoziieren in Wasser leicht. 

Wertvoll ist, daB aus dem bei der Spaltung entstehenden 
basischen Bariumrufianat die Rufiansiiure in hdéchst einfacher 
Weise wiedergewonnen werden kann. EKrwihnt mag werden, dab, 
wie vorauszusehen war, auch Eiweib (z. B. Pepton) von wiBriger 
Rufiansiiurelésung niedergeschlagen ist. 


Experimenteller Teil. 
Fallungen. 


Sarkosin. 0,3 g Sarkosin werden in 1 ccm destilliertem 
Wasser gelést, 3 ccm absoluter Alkohol zugegeben und jetzt mit 
4°/ iger alkoholischer Rufiansiurelésung versetzt; die entstandene 
Fillung wird abfiltriert und mit absolutem Alkohol gewaschen. 
Ausbeute 1,2 g. Umkrystallisiert aus wenig heibBem Wasser 
schmelzen die ziegelroten Krystalle von Sarkosinmonorufianat bei 
283—285° und zersetzen sich dann unter Aufschiumen. Zur 
Analyse wurde dieser Kérper und alle folgenden bei 130° im 
Vakuum iiber Calciumchlorid getrockuet. 

8,021 mg Substanz gaben 0,235 ecm N (16°, 746 mm). 

8,254 mg rm » 0,240 cem N (16°, 746 mm). 

C,,H,0,8-C,H,O,N (409,18) Ber. N 3,42 %, 
Gef. ,, 3,40, 3,37. 

In je 100 ccm kaltgesittigter Sarkosinrufianatlisung in abso- 
lutem Alkohol wurden 0,370 bzw. 0,340 g gelést gefunden. 

Prolin. 0,3 g Prolin werden in 10 ccm absolutem Alkohol 
hei8 gelést und mit alkoholischer Rufiansiiurelésung (4 °/,ig) ver- 
setzt. Das ausgefallene rote Prolinmonorufianat wird abfiltriert, 
und mit absolutem Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,2 g. Aus 
der Mutterlavge kann durch Einengen noch eine gréBere Menge 
(0,4 g) rein erhalten werden. Das Prolinmonorufianat bildet 
orangerote Krystiillchen, die nach vorherigem geringem Sintern 
bei 256° schmelzen und aufschiiumen. 

8,582 mg Substanz gaben 0,240 cem N (17°, 746 mm). 


7,670 mg ™ » 0,222 cem N (17°, 746 mm). 
C,,H,0,8.C;H,O,N (435,20) Ber. N 8,22 °/, 
Gef. ,, 3,28, 3,34. 


In je 100 cem kaltgesiittigter alkoholischer Prolinrufianatlisung 
wurden 0,1505 bzw. 0,1450 g gelist gefunden. 

Oxyprolin. 0,3 g Oxyprolin werden in wenig Wasser heib 
gelist, mit Alkohol versetzt und zu dieser Lésung die 4°/,ige 
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alkoholische Rufiansiiurelisung gegeben. Das ausgeschiedene rote 
Rufianat (0,2 g) wird abfiltriert und aus wenig Wasser + Alkohol 
umkrystallisiert, wobei es in prachtvollen gelbbraunen Blittchen 
herauskommt. Aus der Mutterlauge werden durch Einengen noch 
weitere 0,4 g erhalten. Das Oxyprolinmonorutianat schmilzt 
bei 292° unter Aufschiumen. 
9,239 mg Substanz gaben 0,260 cem N (16°, 746 mm). 
8,277 mg - » 0,229 cem N (16°, 746 mm). 
C,,H,0,8.C,H,O,N (451,20) Ber. N 3,11, 
Gef. ,, 3,26, 3,21. 
In je 100 ccm kaltgesittigter Oxyprolinrufianatlésung in 
Alkohol wurden 0,0330 bzw. 0,0275 g gelist gefunden. 
O-Aminovaleriansiure. 0,3 g 0-Aminovaleriansiure werden 
in 1 ccm Wasser gelést, 3 ccm absoluter Alkohol und dann die 
4°/,ige alkoholische Rufiansiiurelésung zugegeben. Das Rufianat 
wird abfiltriert und mit absolutem Alkohol gewaschen. Aus- 
beute 0,75 g rotgelb-dichroitische Krystalle, die aus wenig sieden- 
dem Wasser umkrystallisiert werden. Das 0-Aminovaleriansiure- 
monorufianat zersetzt sich bei 287° nach vorherigem Sintern. 
8,337 mg Substanz gaben 0,232 cem N (16°, 746 mm). 
9,021 mg - » 9,263 cem N (16°, 746 mm). 
C,,H,0,S.C,;H,,O,N (437,23) Ber. N 3,21 °/, 
Gef. ,, 3,23, 3,38. 
In je 100 cem kaltgesittigter alkoholischer d-Aminovalerian- 
siurerufianatlésung wurden 0,0120 bzw. 0,0112 g gelést gefunden. 
Dimethylamin. 0,3 g Dimethylaminchlorhydrat werden in 
5 ccm Alkohol gelést und mit 4°/,iger alkoholischer Rufiansiiure- 
lésung gefallt. Die abfiltrierten roten Krystiillchen werden ab- 
gesaugt und mit absolutem Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,6 g. 
Das Dimethylaminmonorufianat schmilzt bei 255—256° und zer- 
setzt sich spiter. 
7,163 mg Substanz gaben 0,277 cem N (16°, 746 mm). 
9,008 mg - » 0,300 cem N (16°, 746 mm). 
C,,H,0,S.C,H,N (365,18) Ber. N 3,84 °/, 
Gef. ,, 4,14, 3,86. 
In je 100 ccm kaltgesittigter alkoholischer Dimethylamin- 
rufianatlésung wurden 0,1470 bzw. 0,1420 g gelést gefunden. 
Trimethylaminoxyd. 0,3 g Trimethylaminoxydchlorhydrat 
werden in 10 ccm Alkohol unter Zusatz von einigen ‘T'ropfen 
destilliertem Wasser heiB gelést und mit 4°/,iger alkoholischer 
Rufiansiurelésung gefillt; die nach einigen Stunden ausgefallenen 
prachtvollen dunkelroten Krystiillchen werden abfiltriert und mit 
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absolutem Alkohol gewaschen. Ausbeute 0,8 g. Das 'Trimethyl- 
aminoxydmonorufianat schmilzt bei 276—277° unter Aufschiumen. 


9,108 mg Substanz gaben 0,308 cem N (16°, 746 mm). 


9,130 mg te 5» 0,308 cem N (16°, 746 mm). 
9,140 mg i" » 0,309 cem N (16°, 746 mm). 


C,,H,O,S.C,H,ON (395,20) Ber. N 3,55 9%, 
Gef. ,, 8,92, 3,91, 3,92. 
In je 100 com Trimethylaminoxydrufianatlésung in absolutem 
Alkohol wurden 0,1315 bzw. 0,1310 g gelést gefunden. 
Tyramin. 0,3 g Tyraminchlorhydrat werden in 1 ccm Wasser 
gelést, dazu 3ccm absoluter Alkohol gegeben und jetzt mit 4°/,iger 
alkoholischer Rufiansiurelésung gefillt. Das ausgefallene rote 
Produkt wird abfiltriert und mit absolutem Alkohol gewaschen. 
Ausbeute 0,8 g. 
Nach dem Umkrystallisieren aus wenig Wasser schmelzen 
die dunkelroten Krystillchen von ‘'yraminmonorufianat bei 287 
bis 288° unter Aufschiumen. 
8,910 mg Substanz gaben 0,230 cem N (16°, 749 mm). 
8,593 mg “9 » 0,229 eem N (16°, 748 mm). 
C,,H,0,S-C,H,,ON (557,21) Ber. N 3,06 °/, 
Gef. ,, 3,01, 3,10. 
In 100 ccm absolut alkoholischer kaltgesittigter Loésung 
wurden 0,0450 g gelést gefunden. 


Rickgewinnung der Rufiansaure aus dem Baryumsalz. 


Das bei den Zersetzungen erhaltene basische Baryumrufianat 
wird mit iiberschiissiger verdiinnter Schwefelséiure in der Reib- 
schale verrieben, worauf nach Erwiirmen des Reaktionsgemisches 
vom Baryumsulfat durch Kieselgur abgesaugt wird. Der Filter- 
riickstand wird mehrmals mit siedendem Wasser ausgewaschen 
und die gesammelten Filtrate auf dem Wasserbade eingeengt, 
wobei die Rufianséure durch die lisungsbehindernde Wirkung der 
Schwefelsiure fast quantitativ auskrystallisiert. Durch Auswaschen 
und Umkrystallisieren aus wenig Wasser wird sie von ein- 
geschlossener Schwefelsiure befreit und kann fir Fallungen 
direkt wieder verwandt werden. 

Uber die fillende Wirkung anderer Anthrachinonderivate 


werde ich berichten. 


Fiir Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit bin ich 
der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft zu Dank verpflichtet. 
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Uber den Zustand der sauerstoffhaltigen Carotinoide 
in der Pflanze. 


Vorliufige Mitteilung. 
Von 


L. Zechmeister und L. y. Cholnoky. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14, April 1930.) 


Wiederholt hat man die pflanzenphysiologisch interessante 
Frage erértert, ob carotinartige Farbstoffe, die in der Regel von 
Lipoiden begleitet werden, wirklich frei, oder aber chemisch ge- 
bunden im Gewebe vorliegen. Eine Entscheidung hieriiber war 
bisher nicht zu erlangen und noch vor 3 Jahren haben wir, ge- 
legentlich der Isolierung des Paprika-Farbstoffes mit Hilfe von 
methylalkoholischem Kali, den damaligen Stand des Problems 
folgend zusammengefaBt?): ,,Zur Diskussion stand auch die Méglich- 
keit, daB Capsanthin aus einem gréBeren, leichter léslichen Kom- 
plex durch Kaliumhydroxyd abgespalten wird, wozu aber bis jetzt 
eine geniigende experimentelle Grundlage fehlt. Fiir Carotinoide 
stammt von A. Hilger eine derartige Annahme, die bereits von 
F. Czapek als rein hypothetisch bezeichnet und abgelehnt wurde. 
Mehr oder weniger lockere Additionsverbindungen hoéherer Ord- 
nung, z. B. ,,Fett-Farbstoff“, kénnten vielleicht eher in Frage 
kommen“, 

Ks ist nun in einem Falle gegliickt, den klaren, chemischen 
Beweis dafiir zu erbringen, daB im Pflanzenkérper Carotinoide 
vorkommen, die an farblose Substanzen gebunden, nimlich mit 
Fettsiure verestert sind. 

Aus den roten Beeren des Bocksdorns (Lycium halimifolium) 
erhielten wir in quantitativer Ausbeute ein gut krystallisiertes 
Isomere des Xanthophylls C,,H,,O,, aber nur dann, wenn der 





*) Liebigs Ann. 454, 54 (1927). 
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Extrakt mit methylalkoholischer Lauge behandelt wurde. Ver- 
meidet man die Anwendung von chemischen Mitteln bei der 
Isolierung, so liBt sich gleichfalls das gesamte Pigment desselben 
Ausgangsmaterials in Form eines anderen, schén krystallisierten, 
aber viel héher molekularen Farbstoffes abscheiden. Das erstere 
Praiparat halten wir fiir identisch, oder zumindest fiir sehr nahe 
verwandt, mit dem Maisfarbstoff Zeaxanthin von P. Karrer, 
H. Salomon und H. Wehrli}), das zweite ist Physalien, das 
von R. Kuhn und W. Wiegand in der Judenkirsche (Physalis 
Alkekengi und Physalis Franchetti) entdeckt wurde.”) Behandelt 
man das reine Physalien (aus Lycium) mit kaltem Alkali, so wird 
es glatt verseift und es entsteht, neben der erwihnten Xanthophyll- 
Art, eine farblose, gesittigte Fettsiure vom Schmelzp. 62°. Phy- 
salien ist also ein Ester und das ihm zugrunde legende 
Xanthophyll, wie das Blatt-Xanthophyll, ein zweiwertiger Alkohol.°; 

Zweifellos sind solche Polyen-Wachse in der Natur ver- 
breitet. Offenbar gehért der unversehrte Paprika-Farbstoff in 
diese Kérperklasse, ebenso wie ein Farbstoff aus Evonymus 
europaeus*) und vielleicht auch das Mais-Pigment. 

Die Methode der alkalischen Verseifung, der eine priiparative 
Bedeutung zukommt, kénnte den Pflanzenchemiker insofern irre- 
fiihren, als man bei der Hydrolyse der fettartigen Begleiter auch 
den Farbstoff-Ester mit verseift und ihn so in chemisch ver- 
iindertem Zustande abscheidet. Auch in der Mikrochemie ver- 
wendet man nach H. Molisch®) alkoholische Lauge, zum Nachweis 
von Carotinoiden im Gewebe. Je nach den Bedingungen kann 
dabei der unversehrte bzw. der hydrolysierte Farbstoff aus- 
krystallisieren, oder auch ein wechselndes Gemisch der beiden. 
Nicht selten wurden sehr verschiedenartige Krystalle im gleichen 
Pilanzenmaterial beobachtet, wiihrend makrochemisch-priparative 
Arbeiten ein einfacheres Bild ergeben. 

Bei der Entmischungsprobe nach Sorby-Kraus- Willstiatter 
wiire zu beachten, dab, soweit heute bekannt, nur die unveresterte 


_— ————————$— 


') Helvet. chim. Acta 12, 790 (1929); Karrer, Wehrli u. Helfen- 
stein, ebenda 13, 268 (1930). 

*) Helvet. chim. Acta 12, 499 (1929). 

*) Den analytischen Beweis fiir die Anwesenheit von Hydroxylgruppea 
in Carotinoden haben Karrer, Helfenstein u. Wehrli, Helvet. chim. 
Acta 13, 87 (1980) erbracht. 

*) Dieser Farbstoff wird von Frl. K. Szilard untersucht, wiihrend 
wir die Neubearbeitung des Capsicumrots durchfihren. 

5) Mikrochemie der Pflanze. Jena, 1923. 
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Carotinoide der ntmischungsregel folgen, wiihrend die chemische 
Verkettung mit einer Fettsiiure die Léslichkeit verschiebt, so dab 
das sauerstoffhaltige Pigment, wie ein Kohlenwasserstoff, in die 
| Oberschicht wandert. 

Das gemeinsame Vorkommen von Carotinoiden und Lipoiden 
ist verstandlicher geworden. Man kann sich vorstellen, daB die 
: Bildung der beiden parallel verliuft, indem die in der Pflanze 





} aufgebaute Fettsiiure sich teils mit farblosen Alkoholen bzw. 
? Glycerin verestert, teils mit hochgradig ungesittigten, hydroxyl- 
haltigen Carotinoiden in Verbindung tritt. Jedenfills gehéren 
| zahlreiche Carotinoide, wie Chlorophyll, zu den farbigen Wachsen. 
Wahrend aber im Chlorophyll eine farbige Polyen-Siure mit farb- 
- losem Phytol verestert ist, trifft man unter den Carotinoiden 
) Vertreter einer K6érperklasse an, die aus der Vereinigung eines 


| farbigen Polyen-Alkohols mit einer farblosen Siiure hervor- 
gegangen sind. 
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Experimentelle Studien itiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXIII. Mitteilung. 


Der EinfluB der Muskeltatigkeit auf die endogene 
Harnsaureausscheidung. 


Von 


M. Jenke, R. Laser und R. Linde. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1930.) 


Die Forschungen der letzten Jahre haben einen tieferen 
Einblick in die chemischen Prozesse, die sich bei der Muskel- 
kontraktion abspielen, gebracht. Neben dem Abbau von Hexose- 
phosphorsiiure, dem Lactacidogen Embdens, zu Phosphorsaure 
und Milchsiiure vollzieht sich an dem von Eggleton sowie von 
Fiske und Subbarow entdeckten Phosphokreatin ein Zerfall in 
Phosphorsiiure und Kreatin. In neuester Zeit hat Embden 
festgestellt, daB die Muskeltiitigkeit auch mit einer Ammoniak- 
bildung verbunden ist, als deren Ursache er die bei der Kon- 
traktion des Muskels sich abspielende Desamidierung von Adenosin- 
phosphorsiiure zeigen konnte. In mehreren Arbeiten der Embden- 
schen Schule wurde der Beweis gefiihrt, daB ebenso wie das 
Lactacidogen und Phosphokreatin die Adenosinphosphorsiaure als 
Tiitigkeitssubstanz des Muskels zu betrachten ist. Es konnte 
durch Embden und Zimmermann aus der Muskulatur Ade- 
nosinphosphorsiiure gewonnen werden, und es wurde gezeigt, dal 
die schon vor vielen Jahren von Liebig aus waBrigen Muskel- 
extrakten gewonnene Inosinsiure durch Desamidierung der Muskel- 


adenosinphosphorsiure entsteht. 
Uber das weitere Schicksal der Spaltungsprodukte gehen di 


Meinungen der Autoren noch weitgehend auseinander. Wahren 
Embden eine Resynthese von Adeninnucleotid unter Sauerstot! 
aufnahme in der Erholungsphase annimmt und dieselbe durc! 
das Wiederverschwinden des Ammoniaks fiir bewiesen halt, wurd 
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von Parnas das Wiederverschwinden des Ammoniaks bestritten, 
und es blieb danach fraglich, welches Schicksal die bei dem 
dissimilatorischen ProzeBb der Muskelkontraktion entstandene Inosin- 
siiure erleidet. 

Wir haben geglaubt, durch einen im folgenden beschriebenen 
Stoffwechselversuch einen Beitrag zu dieser Frage lhefern zu 
kénnen. Wiirde niimlich die bei der Muskelarbeit entstandene 
Inosinsiiure nicht mehr zum Nucleotid resynthesiert werden, 
sondern weiter vom Kérper abgebaut werden, so miiBte dieser 
Mechanismus nach einer erheblichen Muskelleistung eine Ver- 
mehrung der Harnsiiureausscheidung zur Folge haben und in 
einer Erhéhung der endogenen Harnsiiurequote im EKiweibminimum 
zum Ausdruck kommen. DabB vom menschlichen Organismus 
Nucleoside zu dem Endprodukt des Purinstottwechsels, zu Harn- 
siiure abgebaut werden, haben 'Thannhauser u. a. gezeigt. 

Zwei gesunde, junge Leute (Studierende) wurden durch Ver- 
abreichung einer calorisch iiberreichlichen Fett- und Kohlen- 
hydratkost auf ihre Abnutzungsquote eingestellt. Die Kost setzte 
sich zusammen aus: 21,2 ¢ Kiweib = 34g N, 197 g baw. 222 ¢ 
Fett und 384 g Kohlenhydrate, im ganzen 3462 bzw. 3692 Cal. 
Pro Kilogramm Ké6rpergewicht wurden 53 bzw. 57 Cal. gegeben, 
Durch die reichlichen Fett- und Kohlenhydratmengen waren die 
Bediirfnisse des Kraftwechsels auch bei einer groben kérperlichen 
Anstrengung (Marschleistung von 40 km) _ beriicksichtigt. Wir 
erhielten zuniichst bei kérperlicher Ruhe durch tiigliche quanti- 
tative Bestimmung der N- und Harnsiiureausscheidung die endogene 
(Juote dieser Stoffwechselschlacken, die lediglich als Ausdruck 
der dauernden Zellmauserung anzusehen ist. 

Am 6. Tage erreicht die N- und Harnsiureausscheidung die 
niedrigsten Werte, die Abnutzungsquote. Am 9%. und 12. Ver- 
suchstag haben wir nun eine erhebliche kérperliche Arbeit leisten 
lassen durch einen etwa 40 km langen Marsch. Die an diesen 
Tagen ausgeschiedenen N- und Harnsiuremengen zeigten jedoch 
keine wesentliche Erhdhung gegeniiber den Ruhewerten. Dagegen 
‘st bei der bei dem letzten Arbeitsversuch gleichzeitig unter- 
uchten Kreatininausscheidung ein wesentlicher EKinfluB der Muskel- 
rbeit zu erkennen. 

Ks diirfte in unseren Befunden daher die T'atsache zum 
.usdruck kommen, daB der mit cer Muskeltiitigkeit verkniipfte 
emische ProzeB, soweit derselbe sich purinhaltiger Stoffe be- 
ent, zum gr6éBten Teil zu keinem Abbau dieser Stoffe fiihrt, 
11* 
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sondern in Okonomischer Weise in reversiblen Reaktionen ver- 
liuft, wie es bereits von Embden am isolierten Froschmuskel 


gezeigt worden ist. 


auf die endogene Harnsiurequote. 


Versuch La. 


GroBe Marschleistung hat keinen EintiuB 





Datum 


1928 


12. 5. 
La. Bo 
14. 5. 
15. 5. 
iG. 5. 
17. 5. 
18. 5. 
ie. 3. 
20. 5. 
aL. 5. 
22, 5. 
no. 2. 


34. 5. 


12. 5. 
13. 5. 
14. 5. 
15. 5. 
16. 5. 
ae 
18. 5. 
19. 5. 
20. 5. 
21. 5. 
22. 5. 
28. 5. 


24. 5. 








‘Tages- 
menge 


com 


2020 
S90 
1010 
1120 
1725 
890 
1470 
1750 
570 
1215 
1170 
620 
1170 


765 
1450 
1630 
1170 
1525 
1570 
1285 
1375 

900 

960 
1075 

935 
1365 








Spez. 
Gewicht 


1010 
1012 
1011 
1009 
1005 
1008 
1006 
1007 
1017 
1009 
1008 
1019 
1010 


1016 
1006 
1007 
1008 
1008 
1004 
1007 
1009 
1012 
1008 
1010 
1018 
1008 


Stickstoff 








& 


4,747 
3,605 
4,412 
3,249 
3,675 
4,293 
2,565 
3,038 
3,524 
2,480 
3,627 





Versuch Li. 
5,7 
6,0 
3,83 
4,095 
6,269 
3,454 
3,405 
3.663 
2,700 
3,504 
4,945 
3,366 
3,324 





Harn- 
siure 


cr 
D 


0,759 
0,306 
0,347 
0,336 
0,386 
0,328 
0,311 
0,420 
0,259 
0,301 
0,301 
0,248 
0,290 


0,476 
0,382 
0,384 
0,337 
0,390 
0,254 
0,272 
0,385 
0,262 
0,290 
0,428 
0,374 
0,355 








Kreatinin 


g 


0,694 
1,011 
0,800 


0,935 
1,253 
0,410 








Korper- 
gewicht 
kg 


68,6 
69,1 
69,7 
69,7 
69,7 
69,5 
69,6 
70,0 Arbeit 
70,0 
70,0 
70,0 Arbeit 
70,3 


59,9 
60,5 
60,1 
60,4 
60,2 
60,4 
60,7 
60,7 Arbei' 
60,6 
60,6 
61,0 Arbei! 
60,0 

















Zur Kenntnis der Proteasennatur. 
V. Mitteilung.}) 


Die Beziehungen zwischen Aktivitat der Fermente und 
Oberflachenspannung ihrer Losungen. 


Von 


J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 


(Aus dem Laboratorium fir biologische Chemie der 2. Moskauer Universitat. 


(Der Redaktion zugegangen am 24, April 1930.) 


|? 


Die Obertliichenenergie spielt eine wesentliche Rolle fir die 
Zustandsiinderungen kolloider Systeme. Von diesem Standpunkte 
aus sind wir berechtigt zu erwarten, dab die Obertlichenenergie 
des Systems Ferment—Kiweib die Entfaltung der fermentativen 
Kigenschaften beeinflussen kann. Die Grenztliichen der Pepsin- 
und Kiweibmicellen stellen ein Wirkungsfeld dar fiir eine Reihe 
von Oberflichenerscheinungen nimlich fiir die Oberfliichenspannung, 
Adsorption, die Doppelschicht, die elektrischen anziehenden und 
abstoBenden Kriifte usw. 

Es ist kaum noch zweifelhaft, daB eben die Oberflichen- 
energie der Pepsinmicellen und das mit ihr in engster Beziehung 
stehende kataphoretische Potential die wichtigste Rolle bei der 
KMiweiBverdauung spielen und dal die Erforschung dieser Fak- 
toren die Natur der fermentativen Prozesse auflésen wird. Die 
ermente, als oberfliichenaktive Stoffe setzen in wiBrigen Lésungen 
lie Oberfliichenspannung des Wassers herab, wobei diese spannungs- 
‘rniedrigende Wirkung desto gréber ist, je obertlichenaktiver 
las Ferment ist. — 

Die Proteasen richten ihre Titigkeit auf die EKiweiBkorper, 
lie letzteren sind in bezug zu den Proteasen nicht gleich stabil. 





1) IV. Mitteilung: Diese Z. 189, 107 (1930). 
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Die Beeinflussung der Oberfliichenspannung des Wassers durch 
verschiedene EiweiBkérper ist von der Zusammensetzung und 
den physikalisch-chemischen Kigenschaften der EiweiBkérper ab- 
hiingig und der verschiedene Verdauungsgrad dieser oder jener 
EKiweibkorper ist, scheinbar von der Fiihigkeit der Eiweibkérper, 
die Oberflichenspannung der Liésung zu_ beeinflussen, bedingt. 
Daraus folgt, daB eine bestimmte Beziehung zwischen die Akti- 
vitit des Fermentpriiparates und seiner Fihigkeit, die Ober- 
flichenspannung zu iindern, herrschen mub. 

Die Oberfliichenkrifte, welche ins Innere der Micellen ge- 
richtet sind, treffen einen entgegengesetzten Widerstand von seiten 
der elektrischen abstoBenden Krifte. Wir kénnen iiber die elektro- 
motorischen Krafte des Systems in einem gewissen Grade urteilen 
nach dem Leitfihigkeitsvermégen der Lésung und auch nach 


dem Membranpotential der Kolloidlésung (Loeb). 


I. 


Um diese Vermutung zu begriinden, haben wir mit der 
Tropfendruckmethode!) Messungen der Grenzfliichenenergie einer 
Serie von Pepsinlésungen von verschiedenen Gruppen?) an der 
Grenzfliiche Luft-—Lésung ausgefiihrt und gleichzeitig die Leit- 
fiihigkeit der Lésung bestimmt. 

Wir beabsichtigen ferner, in die Forschung dieser Er- 
scheinungen tiefer einzudringen, die Messung der Grenzfliichen- 
energie an der Grenze Fliissigkeit—Fliissigkeit, Fermentlisung- 
Kiweiblésung durchzufiihren und auch die Membranpotentiale und 
das kataphoretische Potential zu bestimmen. 

Zuerst bestimmten wir die Werte von o und x in 1 °/, igen 
Lésungen von verschiedenen Pepsinpriparaten. Die Praparate 
wurden in Salzsiiure von einer Aciditiit 30 gelést. Schon diese 
Versuche zeigten, daB eine bestimmte Beziehung zwischen der 
Pepsinaktivitit und seiner Beeinflussung der Oberflichenenergie 
der Lésung herrscht. 

Aus den in der Tab. I angefiihrten Ergebnissen tritt dieser 
Zusammenhang zwischen der Pepsinaktivitiit und o nebst x klar 
hervor: die aktiven Priiparate der ersten Gruppe setzen die Ober- 
flichenspannung des Wassers stiirker herab und besitzen ein: 
kleinere Leitfahigkeit, als die schwiicheren — der dritten Gruppe 


') Rebinder, Z. physik. Chem. 111, 447 (1924). 
*) I. Mitt.: Diese Z. 177, 187 (1928). 
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Das aktive Priiparat nihert sich dem Magensafte des Hundes 
nach der absoluten GréBe von o, da sie nach Wwedensky'") 
66,8 bei 20° betriigt. In dieser Versuchsreihe haben wir die 
Werte von o und x in denselben Lisungen bestimmt, in welchen 
wir anfinglich die Kigenschaften der Fermente studierten, d. h. 
bei ein und derselben Salzsiiuremenge. 


Tabelle I. 

















1 °/,ige Ferment- Caseino- 
lésung in 0 x klastische 
es ° ) a 
Salzsiure von einer Pir bei 18° bei 18° Kraft 
Aciditiit 30 gelést nach Gross 
H,O at 72,75 _ 
I. Gruppe 
2 2,285 68,34 0,6338 1280 
16 1,68, 69,22 1,056 640 
10 1,75, 70,99 1,043 640 
21 1,68, 70,99 0,938 320 
II. Gruppe 
3 1,47, 71,87 1,208 80 
IiI. Gruppe 
6 1,70 71,87 107 80 
9 1,50, 71,87 1,128 40) 
22 1,52, 72,75 2,213 40 


Da aber verschiedene Pepsine in bezug auf ihre Pufferungs- 
kapazitiit?) verschiedene Mengen von Salzsiiure binden kénnen, 
so war es wichtig, die Werte von o und x in Lésungen von 
sleichem p,, unter bei Kiweifverdauung herrschenden Verhiilt- 
nissen zu bestimmen. 

Die Tab. If zeigt uns die Verinderungen von o und «x bei 
18°, bei konstantem p,, und variierender HCl-Menge. Wir sehen, 
laB mit der Erhéhung der Konzentration der Salzsiure die Ober- 
lichenspannung der Lésung sich vermindert, dagegen bleibt die 
\nordnung der Fermente in Gruppen unverindert. Selbst- 
-erstindlich, daB mit Zunahme der absoluten Menge von Salz- 
jure die Leitungsfihigkeit der Lésungen von allen Fermenten 
is auf von 5—10 mal stieg. 


') J. de biol. et de médecine exp. 4, 956 (1927) (russisch). 
*) Mitteilung folgt. 
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Tabelle II. 





























Nr. des L > .° nD SeisSslRas 
) i. se bd s ) " - = | Se ” 2 4 
Ferments PH ~ = 5 Pir ~ Cs ° ome wet Foy Sok 
— 3s |0O-7 Sle sv] se Sol] Td 
= = ~ xo 

I. Gruppe 
2 2,28, 68,34 | 0,68 0,93 65,34 3,00 | 0,6338 | 6,042 
16 1,68, 69,22 0,60 0,93 66,14 3,08 1,056 5,784 
10 1,75, | 70,99 | 0,58 | 1,03, | 67,02 | 3,97 | 1,043 | 6,036 
21 1,68, | 70,99 | 0,59 | 0,93 | 67,90 | 3,09 | 0.938 | 5,754 

II. Gruppe 
3 1,47, 71,87 | 0,52 0,89, | 69,66 2,21 | 1,208 5,360 

III. Gruppe 
6 1,70 | 71,87] 0,55 | 0,93 | 68,34 | 3,53 | 1,17 5,559 
9 1,50, | 71,87] 0,55 | 0,93 | 68,78 | 3,09 | 1,128 | 5,647 
22 1,52, | 72,75 | 0,55 | 0,93 | 69,22 | 3,53 | 1,213 | 5,559 

ILI. 


Da die Oberflichenspannung von der Temperatur abhingig 
ist und wir die meisten Versuche mit Kiweifverdauung bei einer 
‘'emperatur von 38° durchgefiihrt haben, so wurden wir vor die 
Notwendigkeit gestellt, die Veranderungen von o und x bei einer 
Temperaturerhéhung von 18° auf 38° bei gleichbleibendem p,, 
festzustellen (Tab. III). 

In der Tab. II] kénnen wir eine auffallende Beziehung 
zwischen starken und schwachen Priparaten feststellen: bei kon- 
stantem p,,, in ein und derselben Fermentlésung bei Temperatur- 
anstieg von 18° auf 38°, verminderte sich die Oberfliichen- 
spannung der starken Priparate (Nrn. 2, 16, 10 und 21), wihrend 
bei schwachen Praparaten (Nrn. 6, 9, 22) die Oberflichenspannuny 
zunahm. Den gréBten Effekt auf die Oberflichenenergie de: 
Lisung erzeugt das Priparat Nr. 2 wie bei gleichbleibender, s: 
auch bei variierender Menge von Salzsiure (o = 65,25). Obwoh. 
die Lésung dieses Priparates im Vergleich mit anderen Fermente: 
bei ein und derselben Salzsiiuremenge kleinere Wasserstoffionen 
konzentration besitzt, setzt sie doch stirker die Oberfliichen 
spannung der Lésung herab. Diese Erscheinung kann man | 
Zusammenhang mit den Koeffizienten NH,/COOH stellen, un 
liBt sich damit erkliren, daB das Priparat Nr. 2 in Verglei 
mit anderen Fermentpriiparaten einen gréBeren Gehalt von NH 
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Gruppen besitzt. Es ist interessant, darauf hinzuweisen, dab die 
absolute Veriinderung von o nach Zusatz von Salzsiiure zur 
Lisung bis zu konstantem p,, bei 18° gréBer war als bei einer 
Temperaturerhohung auf 20°, bei gleichbleibender Wasserstofl- 
ionenkonzentration (Tabb. I] und III). Diese Erscheinung kann 
kaum der geringen Zunahme der absoluten Salzsituremenge in 
Losungen des starken Priiparats zugeschrieben werden, da solche 
zeringe Anderungen der Salzsiiurekonzentration an und fiir sich 
sehr wenig das o des Wassers beeintlussen. Die Steigerung 
einer Wasserstoffionenkonzentration hat gewéhnlich eine Herab- 
setzung der o zur Folge. 








Tabelle III. 


























d +5 
bo mn 
2 9 O_o; 
: oO ; Ae 10° v0 oan = D 
Nr. des Diffe- Diffe-| 227 8 
b) Pu — - = o 
erments bei , renz : , renz | > 8 5% 
ei bei bei bei Sen 
~ mM 
0 © ( sa , ( o RB Oi ® 
18 38° 18° 38° As cv 
I, Gruppe mm 
2 0,93 | 65,34 65,25 | —0,09 | 6,042 8,555 | 2,513 15,5 
16 0,93 | 66,14 65,34 | —0,80 | 5,784 7,704 | 1,920] 44 
20 1,03, | 67,02 65,79 | —1,23 | 6,036 7,798 | 1,762 | — 
21 0,93 | 67,90 66,25 | —1,65 | 5,754 7,492 | 1,738 | 40 
ll, Gruppe 
3 0,89, | 69,66 67,60 | —2,06 | 5,360 6,903 | 1,543 | 23,6 
‘il. Gruppe 
6 0,93 | 68,34 68,95 | +0,61 | 5,559 7,282 | 1,723 i8 
9 0,93 | 68,78 69,60 | +0,82 | 5,647 7,215 | 1,568 16 
22 0,93 | 69,22 70,30 | +1,08 | 5,559 7,361 | 1,802 12 


Die Verdauungskraft wurde mit der Methode von Mett in 
‘zug zu Kiweif bestimmt, da bei dieser Methode das p,, sich 
nerhalb von 24 Stunden nicht nennenswert veriindert.') Wir 
‘ben experimentell festgestellt, dab das Eiweil von Fermenten, 
lche eine gréBere Obertflichenaktivitiit zeigen, energischer ver- 
it wird. Die Leitfihigkeit aller Fermentlésungen steigt mit 
nahme der Temperatur auf 20° * war hoher bei starken 

iparaten. 


') Smorodinzew u. Sweschnikowa, Biochem. Z. 208, 181 (1929). 
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Die oben angefihrten Versuche erlauben folgende Schliisse 
zu ziehen. 

1. Es findet eine Verminderung des o wie bei 18° so auch 
bei 38° mit zunehmender Aktivitiit des Priparates statt. 

2. Bei konstantem p,, findet mit Temperaturanstieg ein 
Herabsetzung des o der Fermentlésungen von starken Priparaten 
statt, wihrend o der schwachen Priiparate etwas ansteigt. 

3. Die Zunahme von Siiure iibt auf den absoluten Wert 


von o einen gréBeren EinfluB aus, als Temperaturanstieg bei 


konstantem p,,. 
4. Die prozentuale Menge des gespalteten EKiweiBes ver- 


mindert sich mit zunehmender Gribe von o-. 
5. Mit abnehmender Aktivitiit nimmt die elektrische Leit- 


fiihigkeit der Pepsinlésung ab. 

6. Bei gleichbleibender HCl-Menge und variierendem p, 
nimmt die Leitfihigkeit mit abnehmender Aktivitiit zu. | 
Mit Abnahme der Leitfihigkeit bei konstantem p,, der 


a 
vermindert sich die Menge des gespaltenen 


Pepsinlésungen 
Kiweibes. 
IV. 

In unserer III. Mitteilung?!) haben wir festgestellt, daB ceteris 
paribus Casein besser als Gelatine durch Pepsin verdaut wir. 
Auf Grund der oben geiiuBerten Vermutungen stellen wir diese 
Tatsache im Zusammenhang mit der Oberfliichenspannung der 
Kiweiblésung fest. Es ist experimentell festgestellt, daB 5 °/, ize 
Caseinliésung die Oberfliichenspannung des Wassers bedeuten( 
stiirker herabsetzt als 5°/,ige Gelatinelésung. Eben darin mub 
man die Ursache dafiir suchen, daB Casein der Pepsineinwirkung 
einen kleineren Widerstand leistet. Da der absolute Wert von 7 
umgekehrt proportional dem kataphoretischen Potential ist, so 
darf man eine Steigerung des Potentiales bei denjenigen Kiweib- 
kérpern erwarten, welche leichter durch das Ferment gespalten 


werden. Nach dieser Richtung wird von uns eine Reihe von 


Versuchen angestellt werden. 

o-Wert einer Mischung von 5°/, iger Gelatinelésung 
Caseinlésung mit 1°/,iger Fermentlésung nahert sich dem a-V er' 
einer Kiweiblésung, wobei Gelatine eine gréBere Verschieh 14 


erleidet als Casein (Tab. IV), 


r)( 
pla 


1) Diese Z. 183, 133 (1929). 
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Tabelle IV. 











ich- Das Casein—Ferment- Das Gelatine-Ferment- 
des} Casein gemisch Gela- gemisch 
| c : tine : 
ors Nr.2 Nr. 22 Nr.16 Nr.6 Nr.2 Nr. 22 Nr. 16 
7,63, 1,38, 1,31, 1,24, 1,29, D,07T, 1,31, | 1,46, 1,38, 
7,42, 1,31, 1,31, = — 4,84, 1,31, 1,31, = 
51,82 [51,82 [51,82 51,82 |51,82 [60,84 [62,64 63,54 
| 51,82 [51,37 [51,82 — = 60,84 |63,54 62,64 
| 50,02 — | — — | 59,93 — — 
52,78 ae a ~» | = Fpees — | — |61,64 |61,74 
0,2596] 2,356! 2,109 1,996] 2,164] 0,1274] 3,144 2,757 2,982 
0,2558] 2,320] 2160 — — | 0,1262] 3,144) 2,753 
asreye = fe l= | 0,1267{  — an ae 











Tabelle V. 





Versuche tiber Caseinverdauung (nach Carboxylzunahme bestimmt) bei 38°. 
ermente Pepsin Nr. 2 Pepsin Nr. 22 
wm 2 ~ & 
> os 
ry So = ‘So = a 
Zeit ot 2S os 2S 
. = > ‘ & a> . 
d eu,gs& “iu & 
“Stunden i ae i 
a NI me C 
ES — =O pt 
0,0 1,31,); — 51,37 | 2,320 | 1,31, — 51,82 | 2,160 
| | 
18 1,69, | 2,48 | 52,28 | 1,761 | 1,76, 1,17 | 50,47 | 1,747 
96 1,83, | 3,23 | 51,87 | 1,666 | 1,74, 1,74 | 50,47 1,599 








Tabelle VI. 


Versuche tiber Gelatineverdauung (nach Carboxylzunahme bestimmt) bei 38°. 


0 | 1,31, | — | 63,54 | 3,144] 1,31, | — 62,64 | 2,758 
1,39, | 1,99 | 61,29 | 2,870] 1,31, | 0,29 | 61,29 | 2,672 
1,41, | 2,84 61,29 | 2,842 | 1,53, | 0,98 59,94 2,651 


in der Tab. IV sind auch die Verinderungen der elektrischen 
Le Ahigkeit von Casein- und Gelatinelésungen nach Beimengung 
; ermentlésungen angegeben. Aus der Tab. IV ist ersichtlich, 
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daB x der Caseinlésung 2mal gréBer als x der Gelatinelésun: 
ist. Nach Beimengung von Fermentlésungen wird x der Mischung 
10 mal gréBer als x der Caseinlésung und 20—25mal gréfbe 
als x der Gelatinelésung. 

Wir haben auch die Anderungen von o und x im Laufe de: 
Verdauung durch starke und schwache Priparate untersuch' 
(Tabb. V und VI). 

Aus der Tab. V geht hervor, dab o wahrend Caseinverdauun: 
durch Pepsinpriiparate Nr. 2 und Nr. 22 fast unveriindert bleibt, 
x dagegen wird herabgesetzt. Die Versuche mit Gelatine (Tab. V| 
zeigten dasselbe. Freilich sind hier die absoluten Anderungen 
von o groBer, mit einer Tendenz zur Verminderung, aber sic 
sind doch sehr gering, x iindert sich hier fast ebenso wie bei 
Caseinverdauung. 


Zusammenfassung. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB bei dieser Methoile 
die Bestimmung von o und » fiir Untersuchungen der Kinetik 
der eiweiBverdauenden Titigkeit des Pepsins nicht geeignet ist 
(Tabb. VIT und VIII). 


Tabelle VII. 


Die Veriinderung o und x im Laufe der Caseinverdauung bei 38°. 





Nr. des » 16 6 99 
Ferments 
Zeit in ; 
: ee y2 He ( . z Ye 
Sininilinin O x-1¢ o x-10 o x10 o x 
Versuch 1 
0,0 51,82 2,356 — — — — §1,82 2,109 
24 53,63 1,870 — a —- 51,82 1,747 
72 52,73 1,747 — — — 51,82 1,6 


Versuch 2 














0,0 51,37 2,320 | 51,82 | 1,996 | 51,82 | 2,164] 51,82 2 
48 52,28 1,761 | 52,28 1,541 | 52,28 1,617] 50,47 1,045 
96 51,37 1,666 | 53,18 1,432 | 53,18 | 1,529 | 50,47 = 1.0! 
144 ~- _ 51,37 1,421 | 51,87 | 1,500 — | 


Wir glauben, daB es uns gelungen ist, eine bestimmte 5 
ziehung zwischen der Aktivitiit des Ferments und seiner f 
keit die Oberfliichenspannung des Wassers zu beeinflussen, 


j + 
pele 














Zur Kenntnis der Proteasennatur. 173 


sestellt zu haben. Dieses veranlaBte uns ferner, die Abhiingig- 
keit der EKiweiBverdauungsgrade von der Obertliichenenergie und 
ihre Beziehung zum kataphoretischen und Membranpotential fest- 
zustellen. 


Tabelle VIII. 


Die Veranderung von o und x im Laufe der Gelatineverdauung bei 38°. 

















Nr. de 
F atmioon 7° ee . =e 
— g  jxe10? oo |xet0?} oo | x-10®] oo x10" 
Versuch 1 
0,0 62,64 3,144 63,54 2,757 
24 61,74 | 2970] — | 62,64 2,724 
72 62,64 | 2,952 61,74 2,718 
Versuch 2 
0,0 63,54 | 3,144 | 61,74 2,982 |] 61,74 2,813 | 62,64 2,753 
48 61,29 | 2,870 | 63,09 2,735 | 63,09 2,616 | 61,29 2,672 
96 61,29 | 2,842 | 62,19 3,044 | 63,09 3,044] 59,94 2.651 
144 os — 62,19 2,716 | 62,41 2,706 — 





Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXII. Mitteilung. 


Uber die fermentative Aufspaltung der Thymusnucleinsaure mit 
Lebernucleotidase. — Das Thyminnucleosid. 


Von 
Ss. J. Thannhauser und Marianne Angermann. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie Disseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1930.) 


) 


In der XXI. Mitteilung der experimentellen Studien iibe: 
den Nucleinstoffwechsel') wurde iiber die vorliufigen Ergebniss: 
der fermentativen Spaltung der Thymusnucleinsiure mit Leber. 
nucleotidase berichtet. 

Neben Purinen, Purin- und Pyrimidin-Kohlehydratkomplexey. 
die sich aus Quecksilberfillungen isolieren lieBen, wurde aus de 
Filtrat vom Quecksilberniederschlag, dem Endfiltrat, durch 
Alkoholextraktion und fraktionierte Atherfallung ein gelbes 0 
gewonnen, das Stickstoff und gebundenen Phosphor enthielt und 
starke Orcinreaktion gab, dessen Natur aber noch nicht niher 
charakterisiert worden war. 

Nach monatelangem Stehen krystallisierte in diesem Ol eine 
farblose Substanz in feinen, zu Biischeln angeordneten Nadel» 
aus. Sie erwies sich als phosphorsiiurefrei. Dagegen enthilt » 
Stickstoff und gibt starke Orcinreaktion. Der Schmelzpunkt ics! 
bei 185°. 

Die Mikroanalyse dieser Substanz lieferte Werte, aus deuen 
sich eine Bruttoformel errechnen lieB, die mit der von Levee: 
fiir das Thyminnucleosid aufgestellten Formel tibereinstimm: 


') Thannhauser u. Angermann, Diese Z. 186, 13 (1929). 
*) Levene u. London, J. of biol. Chem. 83, 793 (1929). 
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4,890 ng Substanz gaben 8,840 mg CO,, 2,53 mg H,0O. 


3,161 mg “ » 3 16eem N, (22°, 761 mm). 
C,.H4N,0; Ber. 49,59 °/, C 580°, H 11,56°), N 
Gef. 49,40 5,79 11,58. 


Da auch der Schmelzpunkt der Substanz mit dem von 

Levene angegebenen iibereinstimmt, liegt das_ krystallisierte 
Thyminnucleosid vor. 

~ Die Isolierung des Thyminnucleosids lieBb sich im Verlauf 

it unserer Arbeiten auf folgende Weise rasch und leicht durchfiihren. 

Man entfernt die letzten Spuren von Ammonsalzen aus den mit 

Wasserdampf vorbehandelten Endfiltraten durch Behandeln mit 








Thyminnucleosid aus Thymusnucleinsdure (65 fach). 


ind barytwasser, Schwefelsiiure und Ausiithern. Die so erhaltene, nur 
her J schwach gelbe Lésung wird im Vakuum vdllig zur Trockene ge- 

bracht. Durch Alkoholextraktion, die solange fortgesetzt wird, 
ine bis in einer Probe des Extraktes die Orcinprobe negativ ausfillt, 
elu —} wird das Thyminnucleosid dem Trockenriickstand entzogen. Die 
sie wikoholischen Extrakte werden vereinigt, mit dem doppelten 
reat Volirmen absoluten Athers versetzt, und der bisweilen entstehende 

Hockige Niederschlag durch Faltenfilter abgegossen. Das Filtrat 
nen Wir, zguerst im Vakuum, spiiter im Exsiccator weiter eingeengt. 


e° Yai scheidet sich das Thyminnucleosid sofort in feinen, zu 
His heln angeordneten Nadeln aus, deren Schmelzpunkt bei 185° 
Die Ausbeute betrigt etwa 1 g aus 100 ¢ thymusnuclein- 
sau mm Natrium. Aus den Mutterlaugen liBt sich noch etwas 
inz gewinnen. 
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Das Thyminnucleosid lift sich aus wenig Wasser od: 
absolutem Alkohol umkrystallisieren. In Methylalkohol ist « 
sehr leicht, in Athylalkohol etwas schwerer léslich. Aceton 1i: 
nur wenig, und yon Ather, Petroliither oder Benzol wird ds 
Thyminnucleosid kaum gelést. 

Die Orcinreaktion tritt etwas verzOgert ein, ist aber stark 
positiv. Der gebildete Farbstoff list sich in Amylalkohol mit 
rotlichgriiner Farbe. 

Beim trockenen Erhitzen des Thyminnucleosids erhalt man 
ein Sublimat von Thymin. Schmelzp. 320°. 

Die Drehung des Thyminnucleosids wurde in 1 n-Natronlauge z\ 


[o]} we + ced . 100 —" 87,59 
bestimmt. 

Die Darstellung, Eigenschaften und Analysendaten des 
Thyminnucleosids sind ein weiterer Beweis fiir das Vorhanden- 
sein einer Pentose im Molekiil der Thyminnucleinsiiure. Hiertiir 
sprachen schon die in der vorigen Mitteilung!) berichteten [r- 
gebnisse der mineralsauren Hydrolyse des Pyrimidin-Kohlehydrat- 
komplexes, bei der wir Livulinsiure und Oxalsiiure isolierte, 
Ameisensiure aber im Gegensatz zu friiheren Untersuchungen 
nicht gewinnen konnten. Uber die Natur dieser Pentose, die 
nach Levene?) eine d-2-Ribodesose ist, kénnen wir nach den 
bisherigen Krgebnissen unserer Untersuchungen vorliufig keine 
Angaben machen. 





') Thannhauser u. Angermann, Diese Z. 186, 13 (1929). 
*) Levene, Mikeska u. Mori, J. of biol. Chem. $d, 785 (1930). 

































Enzyme und Salzionen. 


I. Saccharase kalihungrigen Penicilliums.’') 
Von 
- G. v. Doby und Z. I. Kertész. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Mit der Unterstiitzung des Ungarischen Naturwissenschaftlichen 
Landesfonds.) 





(Aus dem Agrikulturchemischen Universititsinstitute Budapest, Ungarn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1930.) 


WY po 


Die Rolle der Salzionen in lebenden Organismen ist noch 
vielfach unerforscht, obzwar sich schon eine grofBe Zahl von 
Forschern mit dieser Frage beschiiftigt hat, besonders b& Pflanzen, 
_ da das Problem hier von praktischer landwirtschaftlicher Wichtig- 
die keit ist. Letztere Untersuchungen haben verhiltnismabig wenig 
— zur Klarung beigetragen, da dabei die Teilreaktionen auBer acht 
gelassen wurden. Kine dieser Teilreaktionen besteht aus der 
Wechselwirkung von Enzymen und Salzen, obgleich sie theo- 
retische wie praktische Wichtigkeit besitzt. 

Im Hinblick darauf befaBten sich neuerdings Doby und 
Hibbard?) mit der Saccharase kalimangelnder Zuckerriiben- 
blitter. Ks zeigte sich in allen Fallen, daB die Knzyme ionen- 
hungriger Pflanzen eine gréSere Konzentration und iberhaupt 
ein verschiedenes Verhalten aufwiesen im Vergleich zu Knzymen 
normal ernihrter Pflanzen. Gleichfalls auf einen Hungerzustand 
fihren Willstatter, Lowry und Schneider’) die Anreicherung 
an Knzym bei der Autclyse zuriick. 

Da das Arbeiten mit hédheren Pflanzen ziemliche experi- 
mentelle Schwierigkeiten bietet und die Versuche sehr langwierig 


') Die in dieser Abhandlung besprochenen Versuche waren schon 
Anfang 1927 beendet, konnten aber erst jetzt verdffentlicht werden. 
*) Biochem. Z. 176, 165 (1926); 178, 139 (1926). 
*) Diese Z. 146, 158 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX XIX, 
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sind, trachteten wir die grundlegenden Erscheinungen an Mikro- 
organismen zu erforschen, wozu das leicht rein ziichtbare Peni- 
cillium glaucum Link am geeignetsten erschien. In folgendem 
berichten wir iiber einige Ergebnisse dieser Versuche bei Kali- 
mangel. 

EinfluB der Kohlenstoffnahrung auf die Entwick- 
lung des Pilzes. Vor allem handelte es sich darum, die ge- 
eignetsten Entwicklungsbedingungen des Pilzes zu unseren Zwecken 
zu bestimmen. Ein allgemein giiltiges Beispiel stellt bei voll- 
stindiger Jonennahrung (vgl. die Salznahrlésung 8S. 188 im experi- 
mentellen Teil) folgende Zusammenstellung dar: 


Koblenstoffnahrung 5 °/, Rohrzucker. 








Entwicklungs- Trockensubstanz 

dauer : 

Tage g | lo 
3 0,302 15,7 
4 0,506 22,8 
5 0,531 23.4 
6 0,806 24,6 
8 1,274 23,2 








Wahrend also die absolute Menge der Trockensubstanz an- 
dauernd zunahm, erreichte die relative Trockensubstanz einen 
Hochstbetrag am 5.—6. Tage. 

Beim Wechsel der Kohlenstoffnahrung und ihrer Konzen- 
tration bzw. bei Kalihunger erhielten wir etwa folgende Werte 
(vgl. nachfolgende Tabelle). 

Wie ersichtlich, wird die absolute Menge der Trocken- 
substanz schon bei Ubersteigung von 5°/, Glycerinkonzentration 
gehemmt, dagegen von Rohrzucker erst bei 20°/,, bleibt aber 
dann bis etwa 50°/, konstant, wie dies ja tbrigens auch bei 
dem Konservieren von Nahrungsmitteln bekannt ist. Die relative 
Trockensubstanz wird bei 30 °/, Rohrzucker konstant. Am besten 
bewahrte sich demnach eine Rohrzuckerkonzentration von 5 bis 
10°/,. Glycerin wurde als in unseren Versuchen iiberfliissig im 
Hinblick auf die Versuche von Kertész}) tiber die Reizwirkung 
verschiedener Kohlenstoffnahrungen auf Saccharase weggelassen. 


| 


') Fermentforschung 9, 300 (1928); 10, 36 (1928). 
& 4%; 
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Ent- Trockensubstanz 
ricklungs- 7 ae * ngrenaper 
. 6® | Kohlenstoffnahrung | pj Vollerniihrung bei Kalihunger 
dauer : 7 
Tage "lo S | 0 § | ¥ 0 
0,1 0,19 14,7 | 
2 0,85 16,4 | 
4 1,02 23,8 
5 Glycerin 4 * nes | 983 
’ | HUY 
6,5} 1,15 | 27,1 
8 1,13 | 35,0 
1 251 0,58 | 9,5 0,13 12,0 
5 0,62 | 18,2 0,13 12,0 
5 Rohrzucker 10 0,68 | 22,2 0,22 17,8 
15 0,92 | 24,6 0,33 23,9 
| 20 0,89 | 28,4 0,42 26,7 
10 209 | 87,5 
en 207 | 39,8 
§* ycerin “a 
2 ny 9,¢ 
” + Rohrzucker — —~— 
40 158 | 49,8 
50 103 | 49,3 


Bei Kalihunger sind die Verhiltnisse ganz gleich, nur betrigt 
die absolute Trockensubstanz bloB etwa '/, derjenigen bei Voll- 
ernihrung. 


Versuche mit der Penicillinmsaccharase. 


Alle im folgenden angefiihrten Bestimmungen der Konzen- 
tration des Enzyms wurden mittels Polarisation der durch die 
Saccharase (Penicilliumsuspension) bewirkten Hydrolyse einer 
)°/,igen Rohrzuckerlésung ausgefiihrt (vgl. S. 188). Aus den er- 
haltenen Werten berechnete man die Reaktionskonstante k der 
Hydrolyse und hieraus den der Enzymmenge_proportionalen 
Wert Jf (Inversionsfihigkeit). *) 

p,-Optimum des Enzyms. Um die giinstigsten Versuchs- 
bedingungen gebrauchen zu kénnen, wurden diese Bedingungen 
Konzentration des Nahrungszuckers, das p,,, Vollernihrung oder 
Kalihunger) méglichst verschieden gewechselt. Die Ergebnisse sind 
in folgender Kurvenzeichnung (Fig. 1) zusammenfassend dargestellt. 

Infolge dieser Ergebnisse wurde weiterhin stets bei p,, 4,5 
gearbeitet. 





) v. Euler u. Svanberg, Diese Z, 106, 201 (1919). 


12° 
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‘ 11 -----Kalimangend 

\a = =——Vollernahrt. 

Fs uler's Kurve. 

\ © 25%Nahrungszucker. 

.* 3 »* . 

O ws a 

& 10° ° und O1NKNOos, 





20F 


or ~ 














Fig. 1. P,,-Optimum der Penicilliumsaccharase (vgl, Tab. 1 im Anhang). 


Verlauf der &-Kurve. Den Verlauf der Reaktionskonstante 4 
bei Fortschreiten der Reaktion zeigt folgende Zeichnung (Fig. 2). 

Hiernach und um die Werte des méglichst unverianderten 
Knzyms beniitzen zu kénnen, bedienten wir uns fortan des 
[f-Wertes in der 360. Minute der Hydrolyse. 




















tfe107 
“% Pae.* $ ww Kaimangelnd a 
=f =e, Votlernahrt f° 
eo a ae SO} 
sol ~s . i \ 
~. of : 
ai ' Q] 
“| iis. \ 
50 \ e] 
ies = se M i ~ ona Deen = re . — 
inute 
-_ de 
Fig. 2. Fig. 3. ga 
Fig. 2. Verlauf der k-Kurve (vgl. Tab. 2 im Anhang). Vi 
Fig. 3. Alter und Enzymgehalt (vgl. Tab. 3 im Anhang), fol 
) 
U, 
Alter und Enzymgehalt. Der Saccharasegehalt andert § jj; 
sich im Laufe der Entwicklung des voll ernihrten Pilzes, wie Ds 





dies vorstehende Kurvenzeichnung erhellt (Fig. 3). Wir ver- 
arbeiteten daher gewoéhnlich 5 Tage alte Kulturen. 








Enzyme und Salzionen. 181 


In der Nahrlésung war kein Enzym nachzuweisen (vgl. Tab. 4 
des Anhangs), dabei wurde aber der Rohrzucker dieser Lésung 
allmahlich hydrolysiert (vgl. Tab. 5 des Anhangs). Das Nicht- 
diffundieren in die Nihrlésung stimmt mit den bei Aspergillus 
gefundenen Ergebnissen iiberein.?) 

Verinderungen im Verhalten der Saccharase bei 
Kalihunger des Pilzes und bei verschiedener Konzen- 
tration der Kohlenstoffnahrung. Aus der obenstehenden 
Kurvenzeichnung Fig. 1 (betreffs des p,,-Optimums) und den ihr 
in Tab. 1 zugrundeliegenden Angaben konnte berechnet werden, 
daB sich die Menge der Saccharase kalihungriger Pilze gerade 
entgegengesetzt verhilt, wie die der voll ernihrten; dies zeigt 
nachstehende Kurvenzeichnung (Fig. 4). 


nena Kalimangeind. 
Vollernahrt. 














2s 6S 40 s 
v-e Nahrungszucker 


Fig. 4. Saccharase im Kalihunger (vgl. Tab. 6 im Anhang). 


Die Konzentration der Saccharase der auf zweierlei Arten 
ernahrten Pilze weist demnach bei etwa 8°/, Nahrungszucker 
einen Schnittpunkt auf. 

EKinwirkung von Salzen auf die Saccharase. Nach 
dem Salze auf die Saccharase verschieden erniihrter Zuckerriiben 
ganz verschieden und zwar stark einwirkten, dehnten wir unsere 
Versuche auch in dieser Richtung aus. Zur Kinwirkung kamen 
iolgende Salze: KNO,, NaNO,, KCl, NaCl, NaF, und zwar in 
0,1, 0,01, 0,001 n-Konzentration. Als Versuchsgegenstand diente 
(ie Saccharase von mit 10°/, Rohrzucker ernihrtem Penicillium. 
Da dies aber gerade jene Konzentration ist, bei welcher der 








) Iwanoff u. Kudrjawzewa, Biochem. Z. 212, 241 (1929). 
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~ 


Enzymunterschied der verschieden ernihrten Pilze nahezu ver- 
schwindet, stellten wir eine Versuchsreihe mit Enzym an, welches 
von mit 2,5°/, Rohrzucker ernihrten Penicillien stammte. In 
beiden Reihen war entweder bloB eine Hemmung oder héchstens 
eine ganz minimale und voriibergehende Steigerung der Hydro- 
lyse zu verzeichnen. Die Hemmung betrug ziemlich gleichmaBig 
meistens etwa 10—15°/, im Vergleich zu de: Uydrolyse ohne 
Salze. Am starksten hemmte Nitrat, besonders im Hungerzustande. 
Als Beispiel der vielen hunderten von Bestimmungen fiihren wir 
folgende Angaben an. 


Kinwirkung einiger Salze auf die Saccharase des Penicilliums. 

















Voll ernihrt Kalihungernd 
oumer Soe apyareayee 279° 470 1575 240 360 1686 
Minuten 
j ohne Salz 100 =89 17 104 97 ~=—s- 56 
i °/, 2 mit 0,01 n-KNO, 85 85 £73 84 TS 47 
| mit 0,001 n-NaF 96 87 69 108 87 50 


Wir halten jedoch die Salzaktivierbarkeit durch diese Ver- 
suche noch nicht erledigt und behalten uns vor, diese Frage 
weiter zu untersuchen. 

Autolyse der Saccharase. Die Autolyse wurde ohne 
und mit Salzen bei 38,2° 12—28 Tage hindurch versucht, aber 
mit iihnlich negativem Ergebnis, wie die Salzaktivierung. Das 
p,,-Optimum der minimalen Zunahme der Hydrolyse liegt bei 5, 
wie aus der Tabelle ersichtlich. 


Autolyse bei Vollernihrung, in k °/5. 





Dauer Bei py 
der Autolyse ; 
Tage 4.55 5,09 | 5,65 
0 100 | 100 100 
2 87 | 103 86 
4 11 92 | 20 





r 


Von Salzen kamen bei der Autolyse dieselben wie bei 
Hydrolyse zur Verwendung. Nur bei KNO, und NaNO, war «1! 
2. bzw. 5. Tag eine geringfiigige Férderung zu beobachten, und zwar 
bei dem Enzym voll ernihrter Pilze, wahrend jenes der kali 
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i hungernden Penieillien iiberall eine Hemmung erfuhr. — Im all- 
S gemeinen war das:Knzym des kalihungrigen Pilzes bei der Autolyse 
n sowohl ohne, als auch mit Salzen viel empfindlicher als dasjenige 
IS bei Vollernihrung. 


AY 
¢ 


Besprechung der Befunde. 


1e Die vorlie snden Versuche gestatten nun, Schliisse auf die 

e. Rolle des kaliumions im Pflanzenstoffwechsel, be- 

ir sonders beziglich des enzymatischen Stoffwechsels zu 
ziehen. 


Bei Kalimangel wird die absolute Menge der Trocken- 
substanz des Pilzes auf etwa 1/, derjenigen bei Vollernahrung 
vermindert, wobei aber die relative Trockensubstanz nahezu 
—- normal bleibt. In Raulins Versuchen') betrug die Verminderung 

| noch viel mehr, indem bloB etwa 5°/, der normalen Trocken- 

| substanz erzeugt wurden. Ein weiterer Unterschied zwischen 
normaler und kaliumfreier Ernahrung besteht darin, daB die voll 
| ernihrten Pilze gewdhnlich am 9. Tage Sporen zu bilden be- 
gannen, sobald sie nimlich an Kohlenstoffnahrung Mangel hatten; 
dagegen war bei kalifreier Ernihrung auch nach 5 Monaten keine 
Sporenbildung zu beobachten. Es weist dies darauf hin, daB bei 
Kalimangel tiefgreifende Stérungen im Stoffwechsel hervorgerufen 
wurden, infolgedessen die weitere Ausniitzung der Nihrstoffe un- 
méglich war. Zur Sporenbildung ist also Kalium un- 
entbehrlich. 
. Die Menge der Saccharase weist bei Vollernihrung im 
Laufe der Entwicklung einen Héchstpunkt auf; am achten Tage 
war der Saccharasegehalt auf die Hialfte desjenigen vom dritten 
Tage der Entwicklung gesunken. Diese Erscheinung ist — den 
Ermittlungen von Kertész gemiB?) — offenbar die Folge der 
Abnahme des Rohrzuckers in der Nahrlésung (vgl. Tabelle 5). — 
Nach Doby und Hibbards Untersuchungen steigt die Menge 
der Saccharase in Zuckerriibenblittern eine Zeitlang auch an, 
aber bei Kalimangel in geringerem Mabe. 








Ernaihrung Zuckerriibensaccharase 

im 4. Monat im 6. Monat 
. wees kk eee OE 29,3 
Kalifrei . 27,5 50,7 





) Nach Kruse, ,,Allgemeine Mikrobiologie“ 1910, S. 89. 
) A. a. O. 


1 
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Die tiefgreifende Wirkung des Kalimangels pragt sich nicht 
nur in der diuBeren Entwicklung des Pilzes, sondern auch in der 
(sestaltung des Enzymsystems der Saccharase aus. Vor allem ist 
es die Anderung der Reaktionskonstante, die im Kali- 
hunger verschieden von der normalen ist. — Mit der Bestimmung 
des Abfalls der &-Kurve befaBte sich in letzter Zeit eine Reihe 
von Forschern?), deren Ergebnisse und Schliisse dahin zusammen- 
zufassen sind, daB die Enzymreaktion durch eine doppelte Bindung 
der Saccharase (die nach Wiedenhagens Auffassung kein ein- 
heitliches Enzym sei) an das Substrat eingeleitet und die Sac- 
charase dann an die Spaltprodukte des Substrates gebunden 
werde; weiter sollen die Saccharasen verschiedenen Ursprungs 
gewisse Verschiedenheiten aufweisen. Alle diese Erscheinungen 
bedingen dann einen verschiedenen Ablauf der &-Kurve. Hieraus 
folgt, daB die Saccharase kalihungriger Pflanzen in gewisser Be- 
ziehung tatsiichlich verschieden ist, was sich nicht nur aus dem 
Unterschied der k-Kurve, sondern auch aus anderen Erscheinungen 
(Salzaktivierbarkeit, Autolyse usw.) ergibt. Hier handelt es sich 
also um eine, infolge des Kalimangels verschiedene Saccharase 
in derselben Pflanze. 

Im Gegensatz zu diesen Unterschieden zeigt sich das 


Pp, Optimum unter den verschiedensten Umstanden bei 4,5 scharf 


konstant, auch im Kalihunger. Dadurch wird diese Zah! zu einem 
wertvollen Charakterisierungsmerkmal der Herkunft dieses Enzyms. 
Dies ist unerwartet, da Michaelis und Pechstein?), sowie 
Myrbick*) und auch andere die Verschiebung des p,,-Optimums 
durch Salze beobachteten. Ubrigens bestimmte vor uns schon 
v. Euler, Josephson u. Sdderling*) das p,-Optimum der 
Penicilliumsaccharase, aber bloB als zwischen p,, 4 und 6 liegend. 


1) Euleru. Asarnoj, Fermentforschung 3, 318 (1920); Willstitter, 
Graser u. Kuhn, Diese Z. 123, 13 (1922); Kuhn, Diese Z. 127, 234 
(1923); 129, 57 (1923); 135, 1 (1923); Euler, Chem. Z. 96, I, 531 (1925); 
Nelson und Sottery, Chem. Z. 96, I, 851 (1925); Euler u. Josephson, 
Diese Z. 145, 180 (1925); 152, 31, 66 (1925); 155, 1 (1926); Josephson, 
Chem. Z, 96, II, 304 (1925); Leibowitz u. Mechlinski, Diese Z. 154, 64 
(1926); Briggs, Biochemie. J. 19, 1037 (1925); Kuhn u. Grundherr, 
Ber. chem. Ges. 59, 1655 (1926); Wiedenhagen, Zs. d. Vereins d, Deutsch. 
Zuckerind. 1925, 539 u. 781, eigens iiber Penicilliumsaccharase: Euler, 
Josephson u. Sdderling, Diese Z. 139, 1 (1924). 

*) Biochem. Z. 59, 77 (1914). 

5) Diese Z. 159, 1 (1926). 

*) Diese Z. 139, 1 (1924). 
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Die Saccharase von Aspergillus niger hat ein p,,- Optimum 
yon 5,2.) 

Am auffalligsten ist die Wirkung des Kalihungers auf 
die Konzentration der Penicilliumsaccharase, wie dies 
die Kurvenzeichnung (Fig. 4) zeigt.) Kalimangel wirkt hier im 
Zusammenhang mit der Nahrungszuckerkonzentration. Bei nie- 
driger Zuckerkonzentration (etwa 2—5°/,ige) stimmen die Ver- 
hiltnisse ganz mit jenen der Zuckerriibenblitter iiberein, indem 
die Saccharase bei Kalihunger einen viel héheren Betrag aufweist, 
als bei Vollernihrung, wie es folgender Vergleich zeigt: 


Menge der Saccharase bei 2——3°/, Nahrungszucker. 











a k +104 If-108 
Ernihrung |. , ‘ , gle 
in Zuckerriibenblittern | in Penicillium 
Voll 8,3 13,6 
Ohne Kali 27,5 54,3 
ait . 
vail 3,3 3,9 








Diese etwa 4mal héhere Konzentration der kalimangelnden 
Saccharase ist mit der antagonistischen Wirkung des Kaliumions 
auf die Saccharase zu erkliren.*) 

Die entgegengesetzte Erscheinung bei hoher Nahrungszucker- 
konzentration kann bei Riibenbliattern nicht gefunden werden, da 
es unmoglich ist deren Zuckergehalt zu verindern. 

Bei Penicillium wird diese Erscheinung durch Zusammen- 
‘assung folgender Tatsachen erklart: 

1. Die Proportionalitit der Konzentration der Saccharase 
zu derjenigen des Nahrungsrohrzuckers 4); 

2. Der Ablaut der &-Kurven, welcher durch die Bindung 
des Enzyms an die Spaltprodukte des Substrates, sowie iiberhaupt 
durch eine gewisse Verschiedenheit des Enzyms bedingt wird ); 

3. Die infolge des Fehlens der antagonistischen Wirkung des 
Kaliumions abnorm groBe Konzentration des Enzyms bei Kulihunger. 


') Iwanoff u. Kudrjawzewa, Biochem. Z. 212, 241 (1929). 

*) Auch Sjéberg verzeichnete eine starke Wirkung des Kalimangels 
auf Pflanzenenzyme, Biochem. Z. 133, 218 u. 259 (1922). 

*) Doby u. Hibbard, a.a. O. 

') Kertész, a. a. O. 

*) Siehe Anmerkung 3 auf S. 184. 
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Bei Kalimangel ist nimlich die Pflanze wegen anderer Korre- 
lationen (Atmung, Synthesen usw.), worauf die Verminderung der 
absoluten Trockensubstanz, sowie das Ausbleiben der Sporen- 
bildung deutet, nicht imstande den Nahrungszucker zu verarbeiten, 
invertiert ihn aber infolge ihres Saccharasegehaltes dennoch 
(vgl. Tabelle 5 im Anhang). Daher werden im Kalihunger die, 
durch die groBe Konzentration der Saccharase entstandenen 
groBen Mengen der Zuckerspaltprodukte das Enzym binden, wo- 
durch dann die Konzentrationskurve natiirlich einen um so gréBeren 
Abfall zeigen muB, je mehr Nahrungszucker zugegen war. 


Bei voller Ionenernihrung dagegen ist der invertierte Rohr- 
zucker nicht imstande das Enzym zu binden, weil er verarbeitet 
wird, was die andauernde Zunahme der Trockensubstanz bestitigt. 
Wird die Zuckerkonzentration aber derart erhéht, daB der Pilz 
schon nicht mehr imstande ist, sich weiter zu entwickeln, so ist 
auch in der Saccharasewirkung ein Stillstand zu verzeichnen. 


Diese Erklirung findet eine Bestitigung in der Konstante, 
die entsteht, wenn man bei Jonenvollernéhrung /f durch die 
Nahrungszuckerkonzentration dividiert, bzw. bei Kalihunger diese 


zwei Werte multipliziert (vgl. Tab. 6, : 4 und 4-C). 


Es wiire auch méglich anzunehmen, daB bei Kalimangel ein, 
das Enzym zerstérender Faktor durch groBe Zuckerkonzentration 
vefordert wird; dies ist aber eine sehr unbestimmte Voraussetzung. 
Noch unwahrscheinlicher erscheint die Erklarung, wonach sich 
die Pflanze fiir den Mangel an Kali mit Zucker schadlos zu 
halten trachtet und daher weniger Enzym bendtigt, denn dies 
steht zu Kertész Reizversuchen in vollem Gegensatz. 


Die Wirkung einiger Salze auf die Penicilliumsaccharase 
ist nach Doby und Hibbards Versuchen mit Zuckerriibenbliatter- 
saccharase unerwartet. Die Salze paralysierten, anstatt zu ak- 
tivieren, bloB 0,001 n-NaF zeigte zu Beginn der Reaktion eine 
geringe Férderung. Auch die Autolyse gab, mit einigen gan/ 
geringfiigigen Ausnahmen, keine positiven Ergebnisse, und zwat 
sowohl ohne wie mit Salzen; es konnte aber doch ein ganz be- 
stimmter Unterschied darin beobachtet werden, daB das Enzym 
des vollernihrten Pilzes viel bestiindiger war als dasjenige des 
hungernden Pilzes. Auch Euler und Josephsons Versuche 





') Euler, Fermentforschung 4, 242 (1921). 
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bei einem p,, ausgefiihrt, um das Enzym von Penicillium glaucum 
durch Autolyse zu befreien, hatten keinen Erfolg. 

Die Erscheinungen der Wirkungslosigkeit der Kalisalze im 
Kalihunger — iibrigens ebenso auch mit Riibenblittersaccharase 
— sind unerwartet und weisen darauf hin, daB das bei Voll- 
ernihrung zu voraussetzende Kali-Saccharase-System bloB inner- 
halb der Zelle, nicht aber auBerhalb derselben synthetisierbar 
ist. Wir méchten jedoch erwiahnen, da wir die Salzaktivierungs- 
versuche gezwungen waren, stets mit Salzpuffern vorzunehmen, 
wihrend Doby und Hibbard bei ihren Versuchen keine Puffer 
beniitzen muBten, was zur Erklirung der Unterschiede auch 
herangezogen werden mu’. Ubrigens fand auch Schiirmeyer?) 
Wirkungslosigkeit von Salzen auf Saccharase, wenn die Liésung 
sauer war, wie ja die Reaktion unserer Versuche durchwegs bei 
dem p,,-Optimum 4,5 lag. Sehr eingehend wurde u.a. die Wirkung 
von Jonen auf Hefesaccharase durch v. Kuler und Mitarbeiter 
untersucht.”) Jedenfalls aber zeigen die Versuche, daB die Sac- 
charasen der auf zweierlei Arten ernihrten Pflanzen ganz be- 
stimmte Unterschiede aufweisen, die besonders bei Penicillium 
durch sehr karge, oder sehr starke Zuckerernihrung auffallend 
wird. Ahnliche Ergebnisse werden in einer niichsten Veréffent- 
lichung von Doby und Ella Fehér auch bei Mangel anderer 
Nahrungsionen bestitigt. 

Aus alledem folgt nun, daB aus einem verschiedenen Ver- 
halten der Saccharase ein Riickschlu8 auf eine verschiedene 
lonenernihrung des Organismus gezogen werden kann. 


Versuchsanordnung. 


Den Stamm von Penicillium glaucum erhielten wir vom Kénigl. Ung. 
Institut fir Giérungsgewerbe, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren auf- 
richtigen Dank aussprechen. 

Die Stammkulturen wurden auf Agar-Melasse geziichtet, die Versuchs- 
kulturen auf folgender Nihrlésung’), welche auBerdem die betreffende 
Kohlenstoffnahrang (Rohrzucker usw.) enthielt: 


) Pfliigers Arch. 208, 595 (1925); 210, 755 (1925). 

*) vy. Euler u. Kullberg, Diese Z. 71, 14 (1911); v. Euler u. Joseph- 
son, Diese Z. 127, 99 (1928); v. Euler u. Myrbick, Diese Z. 127, 77 
(1923); Euler u. Walles, Diese Z. 132, 167 (1924). — Bei anderen En- 
zymen: Cole, J. of Physiol. 30, 281 (1904); 152. 66 (1926); Neuschloss, 
Piliigers Arch. 181, 45 (1920); Embden u. Mitarbeiter, Diese Z. 134, 243 
123); 137, 154 (1924); 141, 225 und 254 (1924). 
*) Kruse, a. a. O. 
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| "ik 
ee 
MgSO,-7H,O . . . . . . . 0,08 
Se 
FeCl... ....... 0,001 
0 | | a | | 





Bei kalimangelnden Kulturen wurde statt KH,PO, die Aquivalente 
Menge NaH,PO, genommen. 

Alle Nihrlésungen hatten ein p; von 3,6—4,2, welches aber im Laufe 
der Pilzentwicklung stark siiuerte (bei 5tigigen Kulturen durchschnittlich 
1,4 cem 0,1 n-NaOQH/5 cem). 

Geimpft wurden je 250 cem Nihrlésung in vorerst mit Siéiure und 
Lauge ausgekochten, sterilen Erlenmeyerkolben von 500 ccm Inhalt. Die 
Kulturen wuchsen bei 24° (+ 0,5°). Die vollernihrten Kulturen bildeten 
dicke Hiiute; Sporen entwickelten sich erst am 9. Tage; zu Versuchen wurden 
nur vOllig sporenlose Kulturen verwendet. Bei Kalimangel war die Ent- 
wicklung sehr mangelhaft, oft mit etwas flockigem Mycel am Boden der 
Lisung. Zum Vergleich beniitzte man immer nur Kulturen gleichen Alters. 

Beim Verarbeiten wurden die Kulturen mit Filtrierpapier sorgfiltig 
und behutsam abgetrocknet, nach Entnahme der Probe fiir die Trocken- 
substanzbestimmung (bei 100°, nach einem Vortrocknen bei 70°), im un- 
glasierten Porzellanmérser zur Salbenkonsistenz verrieben, mit Toluolwasser 
im Verhiiltnis von etwa 1:100 (auf Trockensubstanz berechnet) verdiinnt. 
Diese Suspension lieB sich tadellos pipettieren. 

Zusammensetzung der Hydrolysenflissigkeit: 


Pilzsuspension ...... =, .. . . 10¢em 
8°/,ige Rohrzuckerlésung . . «a « 
Pufferlésung (Na, HPO, + NaH PO) tim 
Toluol ao ee & #, ea ae AO th 


Die Pufferldsung war 5°/,ig. Die py-Bestimmungen wurden mit 
einem Bjerrum-Michaelisschen Doppelkeilapparat ausgefiihrt, der mit 
elektrometrisch geeichten Pufferlésungen kontrolliert wurde. 

Hydrolyse bei 38,2° (+ 0,1°). Die Messungen nahmen wir in eine 
’cem fassenden 100 mm Rohr bei 20° in einem von durch K,Cr,O, und 
CuSO, filtriertem Lichte') beleuchteten, Schmidt und Haenschschen 
Polarisationsapparat an der mittels Bleizucker und Sodalésung geklirten 
Hydrolysenfliissigkeit vor. Die Reaktionskonstante berechnete man_ nach 
der Gleichung: 

1 Oy — a, 


k = —- log 
ar a, 


und aus dieser: 
If k - g Rohrzucker’) 
~ 'Troeckensubstanz 





') Schrool, Chem. Z. 97, 1455 (1926). 
v. Euler u. Svanberg, Diese Z. 106, 201 (1919). 
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Die Methodik der Autolyse gestaltete sich nach mehreren Versuchen 
folgendermaBen: Die Pilzsuspension war im Verhiiltnis 1:5 (auf Frisch- 
gewicht berechnet) verdiinnt, wodurch sie eben noch pipettierbar war. Diese 
wurde mit 3°/, Toluol in 100 cem Erlenmeyerkolben mit Korkpfropfen und 
Kollodiumverschlu8 bei 38° bis zu 12 Tagen autolysiert und daraus zeitweilig 
1 cem zur Hydrolyse entnommen. Die Hydrolysenfliissigkeit hatte dieselbe 
Konzentration, wie ohne Autolyse. 


Zusammenfassung. 


1. Die absolute Menge der Trockensubstanz von Penicillium- 
kulturen erreicht bei 20°/, Nahrungszucker ein Maximum, die 
relative Trockensubstanz erst bei 30°/,. 


2. Kalimangel driickt die absolute Menge der Trockensubstanz 
betrachtlich, dagegen die relative Menge kaum merklich herab. 


3. Die Saccharase von Penicillium glaucum diffundiert bei 
saurer Reaktion nicht in die Nihrlésung. 


4, Bei Kalihunger ist der Verlauf der Reaktionskonstanten- 
Kurve verdndert. 


5. Das p,,-Optimum der Saccharase bleibt unter den ver- 
schiedensten Verhialtnissen, so auch im Kalihunger stets konstant 
und scharf bei 4,5. 


6. Im Kalihunger ist der EinfluB der Nahrungszuckerkonzen- 
tration auf die Menge der Saccharase gerade entgegengesetzt 
jenem bei Vollernihrung. Es wird eine Erklirung dieser auf- 
fallenden Erscheinung gegeben. 


7. Bei niederen Konzentrationen des Nahrungszuckers ist 
das Verhiltnis der Saccharasemenge kalihungernder Penicillien 
zu derjenigen der Vollernahrten dasselbe, wie in Zuckerriiben- 
blattern nach Doby und Hibbard. 


8. Salze aktivieren die Penicilliumsaccharase — im Gegen- 
satz zu der Ribenblattersaccharase — weder bei Vollernihrung, 
noch im Kalihunger, ebenso war keine nennenswerte Autolyse 
zu verzeichnen. Dennoch besteht auch bei der Autolyse ein 
Unterschied in dem Verhalten der Saccharase bei zweierlei Ionen- 
ernihrung. 

9. Das Optimum der Autolyse befindet sich bei 5 p,. 


i0. Aus der Verschiedenheit der Saccharase kann ein Riick- 


schlu8 auf die Jonenernaihrungsweise der Pflanze gezogen 
werden, 
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Tabelle 1. 


Py-Optimum der Penicilliumsaccharase. 


cacao. mecrinee der Kulturen 5 — 








Nahrungs- 


zucker 


0/ 
mt) 


5,0 


10,0 


20,0 








k +104 
(Mittel) 


M © 360/ 


A. Vollernihrung. 


+2,38 +2,10° 2.60 
+2,39 +1,99 3.74 
+243 | +1,90 4,84 
42,42 | +1,88 4,99 
42,43 +1,98 4,21 
42,97 | +2,02 2.17 
200’ 
+2,18 baat A 8.95 
200’ 
42,20 Pr goo | 10,07 
42.13 420° 11,65 
+1,11° 65 
570’ : 
+2,30 Laie a = 
‘ 420’ ; 
42,17 Ree igo | 11,46 
420’ : 
+213 Pe ae 3,78 
612’ a 
4+-2,08 Mey ae 2,70 
” 1785’ 
42,21 Bes ta 8,99 
‘ 1360 
42,14 beet 8,91 
42,25 ie mi » | 10,85 
{ 1360’ 
#215 |) 099° 9,63 
+2,36 +0,99° | 10,66 
+228 | +1,04 9,48 
42,15 41,27 7,02 
42,62 | +1,78 4,80 
+239 | +0,74 20,22 
+2,26 + 0,44 26,36 











T rocken- 
substanz 


ae 


If + 10° 


in 10¢cem 


0,1334 


0,1033 
0,1340 




















5) 








Tabelle 1 (Fortsetzung). 
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Nahrungs- 
zucker 


10,0 


20,0 





Pu 


4,50 





3607 


k +104 
(Mittel) 


B. Ernihrung ohne Kali. 


+ 2,32 
+2,30 


+2,18 
+ 2,20 
+ 2,20 
+ 9 99 


ad ot 
+2,29 


42,24 
+2,16 


+2,29 
+ 2,28 
42,29 


+2,21 
+2,00 
+2,19 
42,17 
+2,04 
+1,95 


+2,18 
+ 2,28 


+ 2,24 





+1,51° 
480’ 
+1,26° 
+1,36° 
+1,38 
+1,19 
+1,05 
480’ 
+1,28° 
+1,48° 
+1,54 
{ 480’ 
\+1,44° 
480’ 
+1,47° 
480’ 
+1,83° 


+1,71° 
+1,48 
+1,48 
+1,51 
+1,24 
+1,56 
371’ 
+1,57° 


{ 367 
) +-1,95 ° 


+1,63° 





8,58 


6,64 
9,95 


6,34 





Trocken- 
substanz 


& 


in 10ecm 


0,0622 
0,0638 


0,0622 
0,0682 
0,0682 
0,0682 


0,0634 


0,0682 
0,0622 


90,0634 
0,0634 


0,0634 


0,1007 
0,1007 
0,1007 
0,1007 
0,1007 
0,1007 


0,0232 


0,1296 


0,1130 





If- 10° 


15,4 


10,1 


C. Vollernihrung, Hydrolyse in Anwesenheit von 0,1 n-KNO,. 


10,0 





4,12 
4,32 
4,50 
4,98 
5,21 





+2,18 
+ 2,22 
42,37 
+ 2,23 
+2,27 





+1,05° 
+1,07 
+ 1,05 
+ 1,03 
+1,12 





13,84 
13,85 
15,28 
14,58 
13,45 





0,1953 








14,2 
14,2 
15,7 
14,9 
13,7 
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, Tabelle 2. 
Anderung von k bei 10°/, Nahrungsrohrzucker und py 4,5. 
— ' k- 104 own m k+ 10° 
A. Vollernihrung.  B. Ohne Kali, 
0 +2,31° _ 0 +2,32° _ 
279 +1,22 15,90 120 +1,93 11,34 
470 +0,87 13,68 240 +1,55 12,02 
1320 — 0,04 11,08 360 +1,37 10,82 
1575 — 0,20 11,06 585 +0,89 10,73 
oo —0,78 a 867 +0,74 8,36 
1680 +0,52 6,29 
og) — 0,73 _ 
Tabelle 3. 
Alter und Enzymmenge. Tabelle 5. 
(Vollernihrung, 10°/, Nahrungsrohr- Inversion des Nahrungszuckers. 
zucker). 
a If-10° Entwicklungsdauer . 
age Tage 
3 27,3 9 +5,52° — 
4 31,9 3 + 2,54 
5 31,6 4 42,47 
6 20,1 5 +1,87 
8 15,0 8 +0,07 
Tabelle 4. 
Inversionsfihigkeit der Niahrlésung. 
meee ~<a o —— k- 104 Aufgekocht? 
lage 0 360 5 
4 2,55° 2,259 2,59 é 
4 2,52 2,24 2,41 + 
6 2,45 2,02 3,61 - 
6 2,49 2,23 2,30 +- 














Tabelle 6. 


EinfluB des Kalihungers und der Nahrungszuckerkonzentration. 
(Entwicklungsdauer 5 Tage, p,;, 4,5, Einzelheiten vgl. Tab. 1). 


— 














A B | C 
f+ 108 
Nabrungsrohr- }- _ f Bs A-C 
zucker bei Ernihrung A 

le mit Kali | ohne Kali 
25 - aa ta 57,2 3 143 
5,0 233 | 41,8 (4,8) 209 
10,0 27,5 | 19,5 2,8 195 
15,0 38,6 15,7 2,6 235 
20,0 39,4 10,1 20 202 











